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1 Einleitung 
 
1.1 Intermediärfilamente und ihre Eigenschaften 
 
Intermediärfilamente (IFs) gehören neben Aktinfilamenten (AFs) und Mikrotubuli (MT) 
zu den Komponenten des Zytoskeletts einer Zelle. Ihr Name leitet sich von ihrem 
Durchmesser ab, der mit 8-12 nm genau zwischen Mikrofilamenten (5-8 nm) und MT 
(25 nm) liegt (Fuchs & Weber, 1994; Ku et al, 1999). Das Zytoskelett übernimmt eine 
Vielfalt von verschiedenen Aufgaben. So gewährleistet es neben der mechanischen 
Stabilität auch den Transport von Vesikeln, Proteinen und Organellen, Zellteilungs- 
und Migrationsprozesse, die Etablierung von Zellpolarität und zelluläre 
Stressantworten. 
Obwohl IFs einen Anteil von bis zu 85% des Gesamtproteins einer Zelle besitzen 
(Fuchs, 1995; Fuchs, 1996), gehören sie zu der am wenigsten erforschten Gruppe 
der Zytoskelettkomponenten. Dies mag ein Grund dafür sein, dass bislang nur 
wenige assoziierte Proteine identifiziert werden konnten (Coulombe et al, 2000; 
Coulombe & Wong, 2004; Green et al, 2005; Izawa & Inagaki, 2006), die das IF-
Netzwerk möglicherweise zelltypisch organisieren und somit grundlegende 
Zellfunktionen ermöglichen. Dies könnte an dem Fehlen geeigneter Drogen zwecks 
Manipulation und der unmöglichen Durchführbarkeit biochemischer Methoden zur 
Analyse von IFs liegen, da Immunpräzipitation, pull-down assays oder 
Chromatographie eine gute Wasserlöslichkeit des untersuchten Proteins 
voraussetzen, die jedoch nicht gegeben ist. 
Dabei kommen gerade IFs in den unterschiedlichsten Zelltypen und Anordnungen 
vor und übernehmen dort verschiedene Funktionen. So gibt es allein im humanen 
Genom etwa 70 funktionelle Gene, die für zytoplasmatische und nukleäre IFs 
kodieren und in fünf Multigenfamilien unterschieden werden, wobei Keratine mit 54 
Genen die größte Proteinfamilie darstellen (Hesse et al, 2001; Hesse et al, 2004; 
Rogers et al, 2005; Schweizer et al, 2006). Allen IFs gemein ist ihre zentrale und 
konservierte coil-coil α-Helix Stabdomäne (310-352 Aminosäuren), die von jeweils 
einer nicht-α-helikalen N-terminalen Kopfdomäne und C-terminalen Schwanzdomäne 
mit variabler Länge flankiert wird (Toivola et al, 2005). Die Stabdomäne ist aufgeteilt 
in coil 1 mit den Subdomänen 1A und 1B und coil 2 mit den Subdomänen 2A und 2B, 
die jeweils durch einen nicht-α-helikalen Aminosäurelinker unterbrochen werden 
(Coulombe & Omary, 2002; Toivola et al, 2005). Der genaue Mechanismus der 
Filamentbildung ist anders als bei AFs und MT noch nicht hinreichend bekannt, da 
IFs im Gegensatz zu ihnen weniger polar und evolutionär konserviert sind. In vitro 
Analysen haben diesbezüglich gezeigt, dass der Bau eines Filaments wahrscheinlich 
mit der Bildung eines löslichen, polaren coiled-coil Dimers aus zwei Monomeren 
beginnt (Herrmann & Aebi, 1998; Herrmann & Aebi, 2004), die sich zuvor mit den 
Stabdomänen parallel zueinander ausgerichtet haben, wobei hydrophobe 
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Wechselwirkungen für eine stabile Bindung sorgen (Godsel et al, 2008; Goldman et 
al, 2008; Herrmann et al, 2007). Zwei dieser Dimere lagern sich dann antiparallel und 
in partiell überlappender Anordnung zu einem Tetramer zusammen (Coulombe & 
Fuchs, 1990; Herrmann et al, 2007; Quinlan et al, 1985; Steinert et al, 1994). Die 
Tetramere assoziieren nun seitlich und longitudinal miteinander und bilden ein 2 nm 
dickes Protofilament, während mehrere dieser Protofilamente schließlich das 8-12 
nm dicke, unpolare Intermediärfilament entstehen lassen. Dabei bilden manche IF 
Proteine, wie Vimentin und Desmin, Homopolymere, während andere obligate 
Heteropolymere sind (z.B. Typ I und II Keratine) (Herrmann & Aebi, 2004). 
 
 
Abbildung 1-1: Schematische Darstellung eines zytosolischen IF-Monomers. 
IF-Monomere weisen eine charakteristische Domänenstruktur auf. Ihre zentrale und konservierte 310 
Aminosäuren (352 Aminosäuren bei den Laminen) und 48 nm lange coil-coil α-Helix Stabdomäne wird von jeweils 
einer nicht-α-helikalen N-terminalen Kopfdomäne und C-terminalen Schwanzdomäne mit variabler Länge 
flankiert. Die Stabdomäne ist aufgeteilt in coil 1 mit den Subdomänen 1A und 1B und coil 2 mit den Subdomänen 
2A und 2B, die jeweils durch nicht-α-helikalen Aminosäurelinkersequenzen L1, L12 und L2 unterbrochen werden. 
Das hochkonservierte Caspase-Bindungsmotiv ermöglicht posttranslationelle Proteolyse. Entnommen und 
modifiziert aus (Toivola et al, 2005). 
 
Anhand von Stressstudien an Zellen und transgenen Mäusen in Verbindung mit 
verschiedenen humanen Krankheitsbildern konnte gezeigt werden, dass die 
dynamische Organisation von widerstandsfähigen zugleich aber auch flexiblen IFs 
einen wichtigen Schutz gegenüber verschiedener Formen von mechanischen und 
nichtmechanischen Stress bietet und eine große Auswahl an gewebespezifischen 
Funktionen gewährleistet (Coulombe & Wong, 2004; Fuchs & Cleveland, 1998; Kim 
& Coulombe, 2007; Omary et al, 2004). So sind sie insbesondere in Epithelien für 
den Erhalt der Integrität der Zelle gegenüber mechanischem Stress verantwortlich 
(Pekny & Lane, 2007), weshalb beispielsweise bereits geringste Berührung der Haut 
von Patienten mit Mutationen in den Keratinen 5 und 14 (Epidermolysis bullosa 
simplex) zur Wunden- und Blasenbildung führt (Omary & Ku, 2006). Bislang stehen 
mehr als 30 Krankheiten, wie Hauterkrankungen, Muskeldystrophien, vorzeitige 
Alterung, amyotrophe laterale Sklerose (ALS) und terminale Lebererkrankungen, mit 
einer Mutation von IFs in Verbindung (Omary et al, 2004). Die Fehlverteilung von IFs 
zu granulären Strukturen gilt als ein charakteristisches Merkmal bei verschiedenen 
neuronalen, muskulären und Leber-Funktionsstörungen (Cairns et al, 2004; Goldfarb 
et al, 2004; Zatloukal et al, 2004). In weiteren Untersuchungen wurde eine 
Beteiligung der IFs an der Regulation von Zellwachstum, Zelltod und die Reaktion auf 
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andere nicht-mechanische Stressarten beschrieben (Kim & Coulombe, 2007; Toivola 
et al, 2010). Zu ihnen zählt die Funktion als Stresssensoren der Zelle, die auf einer 
stressinduzierten Hyperphosphorylierung basiert und zu einem gesteigerten 
Expressionslevel von endogenen oder alternativen IF Proteinen in Kombination mit 
der Bildung granulärer Strukturen führt (Coulombe & Wong, 2004; Omary et al, 
2004). Außerdem wurde eine zytoprotektive Wirkung (Omary & Ku, 2006), sowie die 
Vermittlung von Resistenzen gegenüber Drogen und toxischen Einflüssen postuliert 
(Bauman et al, 1994; Inada et al, 2001). 
Abhängig vom Zelltyp und Zellzyklus sind IFs unterschiedlich angeordnet. So bilden 
sie etwa in Zellkultur dichte dreidimensionale Netzwerke, dicke Bündel in 
Keratinozyten und Neuronen, Granula in mitotischen Zellen oder aber dichte fibröse 
Schichten unterhalb des apikalen Terminalgeflechts in den Enterozyten (Iwatsuki & 
Suda, 2010). Wie die unterschiedliche Organisation von IFs ausgebildet und 
aufrechterhalten wird, ist bislang noch nicht geklärt, jedoch werden dynamische 
Bewegungen der IFs in diesen Geweben wahrscheinlich durch MT-assoziierte 
Motorproteine vermittelt (Oriolo et al, 2007). Ebenfalls scheint der 
Phosphorylierungszustand von IFs eine wichtige Rolle zu spielen (Omary & Ku, 
2006; Tao et al, 2006; Windoffer & Leube, 2004; Woll et al, 2007), da Kopf- und 
Schwanzdomänen eine Vielzahl von Phosphorylierungsstellen aufweisen und 
Veränderungen des Phophorylierungszustandes in Zellkultur zu einer kompletten 
Reorganisation des Keratin-Zytoskeletts führt. Die möglichen Signalwege hierzu sind 
ebenso wenig bekannt, wie die Auswirkungen von anderen posttranslationellen 
Modifikationen wie Transglutaminierung, Glykosylierung und Caspase-vermittelter 
Proteolyse am hochkonservierten Bindungsmotiv. Insgesamt diktieren diese 
Regulierungsmaßnahmen jedoch die Löslichkeit von IFs, ihre Eigenschaften zum 
Binden anderer Proteine und die Organisation der Filamente samt ihrer Dynamik 
(Coulombe & Wong, 2004; Omary et al, 2004). 
Das Genom von C. elegans kodiert für 11 zytoplasmatische IFs und ein nukleäres 
Lamin vom Typ B. Basierend auf ihrer Sequenzhomologie wurden die 
zytoplasmatischen IFs in fünf verschiedene Gruppierungen aufgeteilt: A (IFA-1-4), B 
(IFB-1 und IFB-2), C (IFC-1 und IFC-2), D (IFD-1 und IFD-2) und E (IFP-1) (Carberry 
et al, 2009; Karabinos et al, 2001b). Sie alle besitzen den, bereits beschriebenen, 
strukturellen Aufbau, unterscheiden sich jedoch in einigen Einzelheiten. So besitzen 
die zytoplasmatischen IFs von C. elegans eine 42 Aminosäure längere coil 1b 
Region, die typischerweise in Protostomier und auch in allen Laminen vorkommt 
(Dodemont et al, 1994; Dodemont et al, 1990; Weber et al, 1989). Im Übrigen weisen 
die Gruppen A und B ein 110 Aminosäure langes Lamin-Homologie-Segment in der 
Schwanzdomäne auf (Karabinos et al, 2001a). Aufgrund der herausragenden 
Pionierarbeit von Dr. Anton Karabinos zur Charakterisierung der zytoplasmatischen 
IFs (Karabinos et al, 2001a; Karabinos et al, 2002; Karabinos et al, 2003; Karabinos 
et al, 2004) können diese heute, aufgrund ihrer unterschiedlichen 
Expressionsmuster, in drei verschiedene Gruppen aufgeteilt werden (Carberry et al, 
2009). In der ersten Gruppe werden alle IFAs (IFA-1-4) und IFB-1 aufgeführt, wobei 
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IFB-1 immer zusammen mit einem IFA koexprimiert wird und auch in der Lage ist mit 
diesem lange Heterofilamente zu bilden (Karabinos et al, 2003). In der zweiten 
Gruppe kommen die IF-Polypeptide IFB-2, IFD-1-2 und IFP-1 vor. Diese werden alle 
gemeinsam im Terminalgeflecht der Enterozyten exprimiert, welches ein 
engmaschiges, an der apikalen Membran lokalisierendes, zytoskeletales Netzwerk 
subapikal zu den Mikrovilli darstellt und mit den apikalen Junktionen (CeAJ) 
verbunden ist. In der dritten Gruppe sind die IFCs (IFC-1-2) zusammengefasst, 
welche gemeinsam an den Junktionen von Darm und Pharynx und im Übrigen auch 
entlang des Terminalgeflechts lokalisieren. 
Somit werden in den Enterozyten insgesamt sechs verschiedene IFs exprimiert, die 
alle eine apikale Lokalisierung aufweisen (Karabinos et al, 2004), deren 
Polymerisierungsvarianten jedoch bislang noch nicht beschrieben worden sind. 
Aufgrund ihrer redundanten Wirkung führt jedoch die Herunterregulierung einzelner 
IFs zu keinen offensichtlichen Defekten während der Embryogenese oder larvalen 
Entwicklung, während es im Falle einer Herunterregulierung mehrerer IFs nur zu 
einer schwachen Ausprägung von Phänotypen, wie verlängerte Generationszeit, 
verringertes Längenwachstum oder embryonaler Letalität, kommt (Karabinos et al, 
2004). Interessanterweise traten dagegen bei Durchführung von ifc-2(RNAi), neben 
den bereits beschriebenen Invaginationen des Darmlumens (Hüsken, 2008; Hüsken 
et al, 2008; Wiesenfahrt, 2010), beispielsweise auch Defekte in Geweben auf, in 
denen IFC-2 gar nicht exprimiert wird (Karabinos et al, 2004). Jedoch konnten in der 
Vergangenheit weder die Rupturen von Anus oder Vulva, noch die blasenförmigen 
Alterationen erfolgreich reproduziert werden (eigene Beobachtungen), weshalb die 
Funktion einzelner IFs und ihr Zusammenspiel in einem Netzwerk auch zum jetzigen 
Zeitpunkt unbekannt ist. 
 
1.2 Der Modellorganismus Caenorhabditis elegans 
 
Caenorhabditis elegans ist ein freilebender Erdnematode, der neben der Fruchtfliege 
Drosophila melanogaster, dem Zebrafisch Danio rerio, der Maus Mus musculus und 
der Ackerschmalwand Arabidopsis thaliana zu den multizellulären Modellorganismen 
in der Genetik gehört. Nach der Entdeckung der Chromatindiminution (bezeichnet 
den Verlust von bestimmten Teilen des Chromatin während der Mitose in 
somatischen Zellen) bei dem Spulwurm Ascaris durch Theodor Boveri im Jahre 1910 
(Boveri, 1910) waren die Nematoden für einige Zeit aus dem Blickfeld der 
Entwicklungsbiologie verschwunden. Mit der Wiederentdeckung der 
Vererbungsgesetze Mendels im Jahre 1900 und der Begründung der Genetik wurden 
andere Organismen für die Entwicklungsbiologie zunehmend interessanter. Aufgrund 
seiner parasitären Lebensweise und seiner langen Generationszeit erwies sich 
Ascaris für genetische Experimente als ungeeignet. Erst im Oktober des Jahres 1963 
schlug Sydney Brenner C. elegans als möglichen Modellorganismus beim Medical 
Research Council (Cambridge, England) vor und läutete hiermit die Wiedergeburt der 
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Nematodenforschung ein. Sein 1974 erschienenes Werk „The genetics of 
Caenorhabditis elegans“ (Brenner, 1974) stellt bis zum heutigen Tag eine 
wegweisende Arbeit in der Nematodenforschung dar. Im Gegensatz zu anderen 
Modellorganismen verfügt C. elegans über einige Charakteristika, die ihm im 
Vergleich zu anderen Modellorganismen deutliche Vorteile verschaffen und seine 
Etablierung in vielen Gebieten der Forschung vorangetrieben haben. Er ist mit einer 
maximalen Länge von ca. 1,2 mm (Adult) klein genug, um ihn auch in großer Anzahl, 
ähnlich leicht wie Hefen und Bakterien, auf Agarplatten mit einem E. coli Rasen als 
Futterquelle kultivieren zu können und besitzt mit drei Tagen (25°C) eine kurze 
Generationsdauer (Brenner, 1974). Außerdem besitzt er einen invariablen 
Zellstammbaum (Eutelie), sowie eine transparente Körperhülle, welche in vivo 
Beobachtungen ermöglicht. C. elegans tritt sowohl als selbstbefruchtender 
Hermaphrodit (XX), als auch als Männchen (X0) auf (Madl & Herman, 1979), wobei 
Letztere nur in seltenen Fällen (0,2%) aus einer nondisjunction des X-Chromosoms 
in der Meiose hervorgehen (Hodgkin et al, 1979). Unter Laborbedingungen können 
Männchen auf einfache Weise durch einen Hitzeschock generiert werden, so dass 
neben der klonalen Vermehrung von Hermaphroditen auch klassische 
Kreuzungsexperimente zum Einkreuzen fremder genetischer Eigenschaften möglich 
sind.  
C. elegans besitzt einen äußerst simplen Bauplan (Schierenberg & Cassada, 1986). 
Die flüssigkeitsgefüllte Leibeshöhle (Pseudocoelom) wird von einer synzytialen 
Hypodermis umgeben, die eine dreischichtige kollagene Cuticula sekretiert. Die 
Anatomie eines Hermaphroditen ist in Abbildung 1-2 gezeigt. Im Pseudocoelom 
liegen neben Darm und Pharynx, welche den Verdauungstrakt bilden, auch die 
Gonade, die bei Hermaphroditen paarig und bei Männchen unpaarig angelegt ist. Die 
paarig angelegten Gonadenarme laufen proximal im Uterus zusammen, welcher von 
den beiden Spermatheken flankiert wird. Diese enthalten jeweils 150 amöboide 
Spermien, welche die Oozyten besamen. Obwohl ein Hermaphrodit während seines 
ganzen Lebens Oozyten produziert, ist die Anzahl der Nachkommen bei 
Selbstbefruchtung aufgrund der begrenzten Menge an Spermien auf maximal 300 
limitiert. Durch die Paarung mit einem Männchen sind jedoch mehr als 1000 
Nachkommen möglich. Das einfach gebaute Nervensystem besteht lediglich aus 
einem zirkumpharyngealen Ganglion, von dem abgehend ein ventraler 
Hauptnervenstrang nach posterior zieht. Davon lateral abgehend gibt es zusätzlich 
Kommissuren, die sich dorsal zu einem zweiten, nach posterior gerichteten 
Nervenstrang vereinigen. Am posterioren Ende befindet sich außerdem noch ein 
zweites kleineres Schwanzganglion. 
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Abbildung 1-2: Schematische Darstellung eines adulten C. elegans Hermaphrodits. 
Pharynx, Darm und Rektum durchziehen den Wurm fast in seiner ganzen Länge und stellen die 
Verdauungsorgane dar. Oozyten werden in den paarigen Gonadenarmen gebildet und beim Durchlaufen der 
Spermatheka befruchtet. Sie gelangen nun in den Uterus und werden schließlich über die Vulva abgelegt. a: 
anterior, p: posterior. Entnommen und modifiziert aus www.wormatlas.org. 
 
Nach der Befruchtung entwickelt sich aus dem ca. 50 x 30 μm großen Embryo 
innerhalb von 12 Stunden, die sich in eine 5-stündige Proliferations- und eine 7-
stündige Morphogenesephase unterteilen, das L1-Larvenstadium. In der 
Proliferationsphase entsteht durch eine Reihe von Furchungsteilungen ein Zellhaufen 
aus 558 Zellen (Schierenberg & Cassada, 1986). Während der Morphogenese 
elongiert der Embryo um das 4-fache seiner ursprünglichen Länge auf 250 µm, 
verringert seinen Durchmesser um zwei Drittel und bildet die meisten seiner Organe 
aus (Sulston et al, 1983). Im Laufe seiner weiteren, etwa 50 Stunden andauernden 
Entwicklung durchläuft der Wurm vier Larvalstadien, die jeweils mit einer Häutung 
abgeschlossen werden. Der adulte Hermaphrodit besitzt 959 und das Männchen 
1031 somatische Zellkerne plus eine variable, von den Umweltbedingungen 
abhängige, Anzahl von Keimzellen (Schierenberg & Cassada, 1986). 
Wegen seines invariablen Zellstammbaums ist bereits ab dem 1-Zellstadium das 
Schicksal jeder nachfolgenden Zelle bei jedem Individuum exakt gleich 
vorherbestimmt. In Verbindung mit der relativ geringen Anzahl an somatischen 
Zellen, ist die Analyse des invariablen Zellstammbaums von der Zygote bis zum 
adulten Tier, sowohl beim Hermaphroditen als auch beim Männchen (Sulston & 
Horvitz, 1977; Sulston et al, 1983), möglich. Aufgrund seiner transparenten Kutikula 
konnte somit innerhalb kürzester Zeit der komplette Zellstammbaum mittels 4D-
Mikroskopie erfasst werden (Schnabel & Priess, 1997). 
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C. elegans war der erste multizelluläre Organismus, dessen Genom komplett 
entschlüsselt wurde (The_C._elegans_Sequencing_Consortium, 1998). Es ist ca. 
100 Mb groß und umfasst 20538 Protein-kodierende Gene (www.wormbase.org), die 
sich auf 6 holozentrische Chromosomen (ohne definierte Centromere), 5 Autosomen 
und ein X-Chromosom (Heterosom) verteilen. Das vollständig sequenzierte Genom 
ermöglicht u.a. die Verwendung der RNA-vermittelten-Interferenz (RNAi) einer 
Methode der reversen Genetik, die genetische Untersuchungen schnell und 
unkompliziert ermöglicht, da gezielt die Funktion eines Gens auf Ebene der mRNA 
herunterreguliert werden kann (Fire et al, 1998; Grishok, 2005; Grishok, 2013; 
Grishok & Mello, 2002; Timmons & Fire, 1998). Neben der Injektion von in vitro 
hergestellter dsRNA kann dies aber auch mit Hilfe einer kommerziell erhältlichen 
RNAi-Bank mit ca. 16000 RNAi-Klonen erfolgen (Kamath & Ahringer, 2003) und 
somit auch genomweite Screenings mit geringem Aufwand ermöglichen. Ein weiterer 
Grund für seine Popularität ist auch die Tatsache, dass er sich relativ einfach, 
beispielsweise über eine Injektion von Plasmid-DNA in die Gonade, genetisch 
manipulieren lässt, da einige Nachkommen das extrachromosomale array tragen und 
wiederum an ihre Nachkommen weitervererben. Darüber hinaus bietet er sich 
aufgrund der Gesamtheit seiner Eigenschaften als idealer Kandidat bei der 
Identifikation von Mutanten über gesättigte Mutagenese-Screens an. 
 
1.3 Das Darmepithel von C. elegans 
 
Epithelien wie das Darmepithel kommen in den meisten Metazoen vor und bilden 
Kompartimente, indem sie Gewebe untereinander oder zur Außenwelt abgrenzen. 
Zusätzlich dienen sie als Barrieren, die einen selektiven Austausch von Molekülen 
und Ionen und damit die Regulation der Homeostasis erlauben. Die interzellulären 
Kontaktstrukturen sind für die korrekte Funktion von Epithelzellen essentiell und 
müssen hierfür verschiedene Aufgaben erfüllen. Sie sorgen für die Adhäsion der 
Zellen, sind notwendig für die Barrierefunktion der Epithelien und ermöglichen die 
Diffusion von niederen Metaboliten und die Weiterleitung von (elektrischen) Signalen 
zwischen den Zellen untereinander (Knust & Bossinger, 2002). Die verschiedenen 
Kontaktstrukturen unterschiedlicher Organismen sind ähnlich aufgebaut, weisen aber 
auch Unterschiede auf (Knust & Bossinger, 2002). 
Bei allen bisher untersuchten Kontaktstrukturen ist die Zonula adherens (ZA), ein 
adhäsiver Gürtel von Proteinen, der direkt unterhalb der apikalen Membrandomäne 
liegt, zu finden. Im Elektronenmikroskop ist diese als eine elektronendichte Struktur 
zu erkennen. In C. elegans wurde bisher nur eine dreiteilige, elektronendichte 
Kontaktstruktur identifiziert. Diese C. elegans apical junction (CeAJ) vereint die 
Funktion aller interzellulären Kontaktstrukturen und Charakteristika aus Vertebraten 
und Drosophila in Caenorhabditis elegans (Knust & Bossinger, 2002). Apikal in der 
CeAJ lokalisieren das Protein Crumbs sowie der Cadherin-Catenin-Komplex (CCC), 
bestehend aus den Proteinen E-Cadherin (HMR-1), -Catenin (HMP-1) und -
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Catenin (HMP-2) (Bossinger et al, 2001; Costa et al, 1998; Kwiatkowski et al, 2010). 
Basal in der CeAJ liegt der DLG-1-AJM-1-Komplex (DAC) (Bossinger et al, 2001; 
Firestein & Rongo, 2001; Köppen et al, 2001; Lockwood et al, 2008; McMahon et al, 
2001). Die räumliche Trennung zwischen diesen beiden Komplexen wird dagegen 
durch das MAGUK-Protein (Membrane Associated GUanylate Kinase) MAGI-1 
gewährleistet, welches die Komponenten der CeAJ während der Morphogenese 
stabilisiert (Lynch et al, 2012). 
Neben der Hypodermis und dem Pharynx gehört der Darm zu einem der drei großen 
Epithelien in C. elegans (Michaux et al, 2001). Obwohl er nur aus 20 Zellen besteht, 
die monoklonal aus einer einzigen Zelle, der E-Blastomere, im 8-Zellstadium 
hervorgehen (McGhee, 2007; Sulston et al, 1983), macht der Darm immer noch ca. 
ein Drittel der somatischen Masse eines Wurms aus (McGhee, 2007). Die apikale 
Oberfläche der Zellen ist mit einem dichten Mikrovillus-Saum ausgekleidet, der durch 
eine Glykokalix geschützt wird und das gesamte Darmlumen umgibt. Dieses wird am 
anterioren Ende jeweils von vier Zellen (int1) und nachfolgend von jeweils acht 
Zellpaaren (int2-int9) umschlossen. Aufgrund der einfachen Anatomie lassen sich 
Störungen bei der Zellpolarisierung, der Bildung von interzellulären 
Kontaktstrukturen, der Bildung des Darmlumens und damit einhergehende Fehler bei 
der Bildung des Darms einfacher nachvollziehen und auch viele der zellulären und 
subzellulären Ereignisse im Bereich von Verdauung, Stoffwechsel, Vesikeltransport, 
Stressantwort und Alterung gut erforschen (Leung et al, 1999; McGhee, 2007). Die 
Hauptfunktionen des Darms liegen primär in der Sekretion von Verdauungsenzymen 
in das Lumen und die anschließende Aufnahme der Nährstoffe (McGhee, 2007; 
Sulston, 1976), die in Form von Lipidgranula im Zytoplasma gespeichert und 
beispielsweise als Dotterproteine zur Oozyte transportiert werden (Hall et al, 1999; 
Kimble & Sharrock, 1983). 
Zur Erfüllung ihrer Aufgaben besitzen Epithelzellen eine ausgeprägte apikobasale 
Polarität und bilden starke Zell-Zell-Kontaktstrukturen untereinander aus (Baum & 
Georgiou, 2011; Bryant & Mostov, 2008; Drubin & Nelson, 1996; Eaton & Simons, 
1995). Die Polarität wird durch die asymmetrische Verteilung von Organellen, 
Proteinen und Ionen, die Orientierung und Anordnung des Zytoskeletts und durch die 
Polarität der Plasmamembran an sich innerhalb einer Zelle festgelegt (Goldstein & 
Macara, 2007; Nelson, 2003). So weisen polare Enterozyten zum Lumen gewandt 
eine Membran mit Mikrovilli-Saum auf, während sie basal an einer extrazellulären 
Matrix grenzen (Leung et al, 1999; Massey-Harroche, 2000; McGhee, 2007). Die 
lateralen Membrandomänen stehen dagegen über die Ausbildung von CeAJ mit 
benachbarten Zellen in Kontakt (Legouis et al, 2000) und erhalten gleichzeitig die 
Integrität des gesamten Epithels. 
Das Terminalgeflecht liegt subapikal im Darm der Metazoa und umschließt dessen 
Lumen. Es besteht hauptsächlich aus Intermediärfilamenten, Aktin, dem Motorprotein 
Myosin, Spektrin und einer Reihe von Aktin-bindenden Proteinen (Fath & Burgess, 
1995; Ku et al, 1999; Mooseker, 1985; Thomas, 2001). In C. elegans ist das 
Terminalgeflecht am apikalen Zytoplasma der Darmzellen lokalisiert, wo es mit der 
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elektronendichten subapikalen Schicht, die man als endotube bezeichnet, assoziiert 
und lateral an der CeAJ verankert ist (Bossinger et al, 2004; Carberry et al, 2009; 
Hüsken et al, 2008). Es besitzt außerdem eine Ankerfunktion für die Aktinbündel der 
Mikrovilli in der darüber liegenden brush border und verbindet die Nachbarzellen 
mechanisch über Zell-Zell-Adhäsionskomplexe (Labouesse, 2006; McGhee, 2007). 
Durch Immunogoldfärbungen konnte gezeigt werden, dass ein Hauptbestandteil der 
Mikrovilli das Aktin ACT-5 ist. act-5 Deletionsmutanten sterben bereits kurz nach dem 
Schlüpfen, besitzen keine Mikrovilli und zeigen anstelle des typischen ellipsoiden 
Darmlumens ein rundes Lumen (MacQueen et al, 2005). Die Verbindung von Aktin 
mit der Plasmamembran wird dagegen durch das Ezrin-Radixin-Moesin Homolog 
ERM-1 aufrechterhalten, da erm-1(RNAi) zu Defekten in der Lumenbildung und 
Mikrovillistruktur in Verbindung mit larvaler Letalität führt (Göbel et al, 2004; van 
Fürden et al, 2004). 
 
 
Abbildung 1-3: Schematische Darstellung des Darmepithels von C. elegans. 
(A) Schematische Darstellung der neun Segmente (int1-int9) des Darmepithels, das nur aus 20 Zellen besteht. 
int1 und int2 sind ohne die gegenüberliegende Nachbarzelle gezeigt. Anders als in allen anderen Segmenten 
besteht das anterior gelegene int1 aus vier Zellen, während sonst zwei sich gegenüberliegende Zellen das 
Darmlumen umgeben. Die Segmente zwei bis vier rotieren außerdem um 90° im Uhrzeigersinn. Posterior (p) und 
anterior (a). (B) Schematischer Querschnitt durch zwei Darmzellen des ersten Segments. Die apikale 
Membrandomäne (APM) ist mit Mikrovilli (MV) ausgestattet, in die Aktinfilamente (AFs) aus dem darunter 
liegenden zytoskelettalen Terminalgeflecht (TG) eingelagert sind. Das Terminalgeflecht ist reich an 
Intermediärfilamenten (IFs), bildet ein Kompartiment der mechanisch äußerst rigiden endotube und ist an den 
apikalen Junktionen (CeAJ) verankert. Die CeAJ ermöglicht den Kontakt benachbarter lateraler 
Membrandomänen und erhält über ihre Adhäsivität die Integrität des gesamten Darmepithels. (C) 
Elektronenmikroskopische Detailaufnahme im Bereich einer CeAJ an der Grenze zwischen apikaler Domäne mit 
Mikrovilli (MV) und lateraler Plasmamembran (LPM). Eichstrich entspricht 200 nm. Abbildung entnommen und 
modifiziert aus (Carberry et al, 2009). 
 
Bisher ist nicht bekannt, in welchem Maß eine Homologie zwischen dem 
Terminalgeflecht von C. elegans und Vertebraten vorliegt. Jedoch stellt die endotube 
im Terminalgeflecht vieler Nematoden bereits einen signifikanten Unterschied dar 
(Bossinger et al, 2004; McGhee, 2007; Munn & Greenwood, 1984). Der Darm ist 
erheblichem mechanischem Stress ausgesetzt, da durch ihn permanent Nahrung 
transportiert werden muss, die sinusförmige Fortbewegung eine transverse 
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Flexibilität erfordert und die Defäkation eine ständige Kontraktion des Darms 
voraussetzt. Das System der IFs in der endotube bietet in verschiedenen Säuger- 
und Nichtsäuger-Geweben einen Schutz vor mechanischem und osmotischem 
Stress und übt anscheinend auch in C. elegans eine solche Funktion aus (Bossinger 
et al, 2004; Herrmann et al, 2007; Magin et al, 2007; Pekny & Lane, 2007). Die 
starke Flexibilität und Viskoelastizität dieses Systems von Intermediärfilamenten 
ermöglicht die eigene Verformung ohne zu zerreißen und kann danach schnell 
wieder seine Ausgangsform annehmen (Janmey et al, 1991; Ku et al, 1999; Wagner 
et al, 2007). 
 
1.4 Porenbildende Toxine 
 
Gram-positive und Gram-negative Bakterien bilden zusammen etwa 325 
verschiedene Toxine (Alouf, 2000), von denen mindestens 115 (35%) als 
sogenannte Membran-schädigende Toxine (MDTs) klassifiziert werden können 
(Alouf, 2001). Das charakteristische Merkmal dieser Effektormoleküle ist ihre 
Fähigkeit die, aus einem zytoplasmatischen Phospholipidbilayer bestehende, 
Membran permanent zu schädigen und schlussendlich ihre Integrität massiv zu 
verringern. Das hierdurch verursachte osmotische Ungleichgewicht führt zu einem 
massiven Wassereintritt in die betroffene Zelle und einem Verlust des 
elektrochemischen Gradienten entlang ihrer Membran, die terminal zur Zelllyse und 
somit Zelltod führen (Review in Alouf, 2001). 
Aufgrund ihrer verschiedenen Mechanismen zur Membranschädigung können MDTs 
in drei verschiedene Gruppierungen unterteilt werden (Review in Alouf, 2001): Zu der 
ersten Gruppe zählen Toxine, die enzymatisch die Phospholipide der Membran von 
eukaryotischen Zellen hydrolysieren (Alouf, 2001). Sie weisen häufig eine 
Phospholipase C Aktivität auf, wenngleich auch Zink-Metallophosphoplipasen, 
Sphingomyelinasen oder Phospholipasen D beteiligt sein können (Alouf, 2001; 
Titball, 1999). Zu den bekanntesten Vertretern gehören Clostridium perfringens α-
Toxin (Phospholipase C), Staphylococcus aureus β-Toxin (Sphingomyelinase C) und 
Vibrio damsela Hämolysin (Phospholipase D) (Alouf, 2001). Die zweite Gruppe von 
Toxinen weist dagegen eine Detergenz-ähnliche Aktivität auf, die ein partielles 
Eindringen in die hydrophobe Region der Membran ermöglicht und ihre Permeabilität 
stark erhöht (Alouf, 2001). Dies ist bei den 26 Aminosäuren langen δ- und δ-
ähnlichen-Toxinen von Staphylococcus aureus, S. haemolyticus und S. lugdunensis 
(Alouf, 2001; Alouf et al, 1989; Dufourcq et al, 1999; Freer & Arbuthnott, 1982), aber 
auch bei Bacillus subtillis Surfactin, Streptococcus pyogenes Streptolysin S (Alouf, 
1980; Alouf, 2001) und hitzestabilem Hämolysin von Pseudomonas aeruginosa 
(Alouf, 2001; Rowe & Welch, 1994) der Fall. In der dritten und größten Gruppe der 
MDTs werden schließlich die porenbildenden Toxine (PFTs) zusammengefasst 
(Alouf, 2001). 
Einleitung 
18 
Neben Bakterien nutzen auch viele andere Organismen wie Nesseltiere, Pilze und 
Pflanzen PFTs (Mancheno et al, 2005; Sher et al, 2005; Sousa et al, 1994) als 
wichtige pathogene Faktoren (van der Goot, 2001). Da sogar Säuger PFT-ähnliche 
Proteine wie Perforine als Teil ihres angeborenen Immunsystems verwenden (Pipkin 
& Lieberman, 2007) kann vermutet werden, dass sich PFTs bereits zu einem sehr 
frühen Zeitpunkt der Evolution als effektive Angriffsvariante etabliert haben 
(Gonzalez et al, 2008). PFTs werden durch ihre pathogene Organismen in einer 
wasserlöslichen Form sekretiert, binden spezifisch an die Zielzelle und 
multimerisieren in eine amphipathische Struktur, die schließlich in die Membran 
eindringt und in ihr eine Pore erzeugt (Review in Parker & Feil, 2005; van der Goot, 
2001). Diese Fähigkeit zur Konvertierung von einer löslichen in eine transmembrane 
Form von PFTs ist eine ihrer herausragenden Eigenschaften (Gonzalez et al, 2008). 
 
 
Abbildung 1-4: Allgemeine Darstellung des Mechanismus zur Porenbildung durch PFTs. 
Lösliche PFTs binden an spezifische Membranrezeptoren (beispielsweise GPI-verankerte Proteine, Glykolipide), 
die in der Folge zu einer Oligomerisierung und Bildung einer wässrigen Pore in der Plasmamembran führt 
(Gonzalez et al, 2008). Während manche PFTs auch während der Oligomerisierung mit ihrem Rezeptor assoziiert 
bleiben, sind andere bereits dissoziiert. Entnommen und modifiziert aus (Los et al, 2013). 
 
PFTs werden anhand ihrer Struktur charakterisiert, die sie zum Eindringen in das 
Phospholipidbilayer vor der eigentlichen Porenbildung verwenden. So unterscheidet 
man zwischen α- und β-PFTs, je nachdem ob α-Helices oder β-Faltblattstrukturen 
hierfür genutzt werden (Gonzalez et al, 2008). Erstere wurden in diversen 
Kristallstrukturanalysen untersucht (Galitsky et al, 2001; Hilsenbeck et al, 2004; 
Parker & Feil, 2005; Vetter et al, 1998; Wiener et al, 1997) und bilden bis zu 10 α-
Helices aus, die eine hydrophobe helikale hairpin-Struktur umgeben (Gonzalez et al, 
2008). Eine partielle Auffaltung, möglicherweise aufgrund des niedrigen pHs in der 
Umgebung, führt wahrscheinlich zur spontanen Freisetzung dieser Struktur in die 
Membran (Gonzalez et al, 2008; Parker & Feil, 2005). Der exakte Mechanismus der 
Multimerisierung zur Porenbildung ist jedoch bislang nicht bekannt (Gonzalez et al, 
2008). β-PFTs weisen dagegen keine ausgeprägten hydrophoben Regionen auf 
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(Parker & Feil, 2005; van der Goot, 2001). Sie bestehen zu einem hohen 
prozentualen Anteil aus β-Faltblattstrukturen, weshalb man schon früher vermutete, 
dass diese Toxine als β-Fässer, ähnlich wie bakterielle Porine, die hydrophobe 
Membran durchdringen können (Gonzalez et al, 2008; Schulz, 2002). Wie alle Toxine 
werden auch diese in löslicher Form sekretiert und sind in entsprechender 
Konzentration (und nach proteolytischer Aktivierung) in der Lage in zirkuläre 
Polymere zu multimerisieren (Abrami et al, 1998; Bischofberger et al, 2009; Gonzalez 
et al, 2008; Howard & Buckley, 1985), die schließlich ein amphipathisches β-Fass 
entstehen lassen, welches einen hydrophilen Innenraum und eine membrangängige 
hydrophobe Außenseite aufweist (Gonzalez et al, 2008; Iacovache et al, 2006; 
Melton et al, 2004; Nassi et al, 2002; Shatursky et al, 1999). Die hierfür benötigte 
Anzahl an Monomeren variiert von sieben bei Aerolysin (Aeromonas hydrophila) und 
α-Toxin (Staphylococcus spec.) (Gonzalez et al, 2008; Iacovache et al, 2008; 
Moniatte et al, 1996; Valeva et al, 1997; Wilmsen et al, 1992) bis zu 50 bei 
Cholesterol-abhängigen Zytolysinen (CDC), wie Streptolysin O (SLO) oder 
Perfringolysin O (Gonzalez et al, 2008; Olofsson et al, 1993; Sekiya et al, 1993; 
Tweten, 2005) und resultieren in unterschiedlichen Porengrößen zwischen 2 nm und 
50 nm (Gonzalez et al, 2008; Parker & Feil, 2005). Eine weitere Sondergruppe 
stellen die AB-Toxine beispielsweise von Corynebacterium diphteriae und Bacillus 
anthracis dar (Bradley et al, 2001; Gonzalez et al, 2008; Naglich et al, 1992; 
Odumosu et al, 2010; Scobie et al, 2003). Diese bestehen generell aus einer B-
Untereinheit, die für die Zellbindung und Translokation der anderen A-Untereinheit 
zuständig ist, welche wiederum die enzymatische Aktivität zur Porenbildung trägt 
(Gonzalez et al, 2008). Eine Übersicht der bekanntesten pathogenen Vertreter, die 
PFTs sekretieren ist zusammen mit ihren jeweiligen spezifischen 
Bindungsrezeptoren in Tabelle 1-1 dargestellt. 
Neben in vitro Studien an vereinfachten Systemen, wie Lipidbilayern und kultivierten 
Zellen, wurden auch in vivo Experimente am Nematoden C. elegans, mit Hilfe des 
PFTs Cry5B aus Bacillus thuringiensis durchgeführt. Diese Studien ermöglichten die 
Identifizierung von einigen wichtigen Signalwegen zur Abwehr von PFTs und 
Mechanismen zur Reparatur von Membranschäden. So konnte eine Beteiligung der 
Signalwege von p38 MAPK und JNK-ähnlicher MAPK KGB-1 (Huffman et al, 2004) 
nachgewiesen werden. Die p38 MAPK ist auch in Säugerzellen bei der Abwehr 
gegen Aeromonas hydrophila PFT Aerolysin und S. aureus α-Toxin (Huffman et al, 
2004; Husmann et al, 2006) wichtig und in vitro konnte eine Aktivierung von p38 im 
Falle weiterer PFTs, wie S. pneumoniae Pneumolysin (PLY), S. aureus α-Toxin, 
Gruppe A Streptococcus (GAS) Streptolysin O (SLO), Bacillus anthracis Anthrolysin 
O (ALO) (Husmann et al, 2006; Ratner et al, 2006), Gardnerella vaginalis Vaginolysin 
(VLY) (Gelber et al, 2008), A. hydrophila Aerolysin (Huffman et al, 2004), Listeria 
monocytogenes Listeriolysin O (LLO) (Gonzalez et al, 2011), und Lactobacillus iners 
Inerolysin (ILY) (Rampersaud et al, 2011) beobachtet werden (Los et al, 2013). Die 
Aktivierung von p38 in Anwesenheit von PFTs scheint somit ein evolutionär 
konservierter Prozess zu sein (Los et al, 2013). Ebenfalls konnte in vitro eine 
Aktivierung von JNK- und ERK-MAPK bei einer Vielzahl von PFTs, wie M. 
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tuberculosis 6-kDa early secretory antigenic target (ESAT-6) (Ganguly et al, 2007), S. 
pneumoniae PLY (Aguilar et al, 2009), GAS SLO (Stassen et al, 2003), A. hydrophila 
Aerolysin, L. monocytogenes LLO (Gonzalez et al, 2011) und in vivo in C. elegans 
mit B. thuringiensis Cry5B (Kao et al, 2011) beobachtet werden (Los et al, 2013). 
Weiterhin ist der im JNK-Signalweg weiter unten stehende aktivierende Protein-
Komplex AP-1 in C. elegans bei der Abwehr gegen PFTs beteiligt (Los et al, 2013). 
Dieser konstituiert sich aus einer Reihe von wichtigen dimeren bZIP 
Transkriptionsfaktoren wie Jun, Fos oder ATF (activating transcription factor) (Karin 
et al, 1997) und konnte in vitro auch in Säugerzellen gegenüber SLO als wichtige 
Komponente identifiziert werden (Kao et al, 2011). Deshalb ist davon auszugehen, 
dass p38, JNK und wahrscheinlich auch ERK MAPK die Hauptmediatoren von 
Signalwegen zur physiologischen Abwehr von PFTs sind (Los et al, 2013). 
 
Tabelle 1-1: Übersicht pathogener und PFT exprimierender Bakterien. 
Abhängig vom Bakterium werden verschiedene Toxin-Typen exprimiert. Die Typcharakterisierung erfolgt anhand 
der jeweilig vorwiegenden Proteinstruktur, die sie zum Eindringen in das Phospholipidbilayer vor der eigentlichen 
Porenbildung verwenden. So unterscheidet man zwischen α- und β-PFTs, die entweder kleine (2-10 nm, kleine 
PFTs) oder große Poren (bis zu 50 nm, CDCs) bilden können. Die Gruppe der AB-Toxine besteht dagegen aus 
einer enzymatischen A-Untereinheit zur Porenbildung und einer B-Untereinheit, die für die Rezeptorbindung und 
Translokation der A-Untereinheit zuständig ist. Daten entnommen aus (Gonzalez et al, 2008). 
Toxin Bakterium Rezeptor Toxin-Typ Referenz 
Aerolysin Aeromonas hydrophila GPI-verankerte Proteine kleine β-PFT (Abrami et al, 2002) 
α-Toxin Staphylococcus aureus Lipid clusters kleine β-PFT (Valeva et al, 2006) 
α-Toxin Clostridium septicum GPI-verankerte Proteine kleine β-PFT (Gordon et al, 1999) 
Cry5B Bacillus thurgiensis 
GPI-verankerte Proteine, 
Glykolipide, Lipide kleine α-PFT (Griffitts et al, 2005) 
Streptolysin O 
(SLO) 
Streptococcus 
pyogenes Lipide/Cholesterol CDCs (β-PFT) 
(Duncan & Schlegel, 
1975) 
Listeriolysin O 
(LLO) 
Listeria 
monocytogenes Lipide/Cholesterol CDCs (β-PFT) (Tweten et al, 2001) 
Pneumolysin O 
(PLY) 
Streptococcus 
pneumoniae Lipide/Cholesterol CDCs (β-PFT) (Tweten et al, 2001) 
Perfringolysin O 
(PFO) Clostridium perfringens Lipide/Cholesterol CDCs (β-PFT) (Tweten et al, 2001) 
Anthrax Toxin Bacillus anthracis CMG2, TEM8 AB/kleine β-PFT 
(Bradley et al, 2001; 
Scobie et al, 2003) 
Diphtheria Toxin 
Corynebacterium 
diphtheriae HBEGF AB (Naglich et al, 1992) 
Vcc Vibrio cholerae Kohlenhydrat-Rezeptoren kleine β-PFT 
(Saha & Banerjee, 
1997) 
 
Eine wichtige Konsequenz von Porenbildung durch PFTs ist das Ausströmen von 
zellulärem Kalium (Los et al, 2013). Anhand von Studien mit Aerolysin konnte gezeigt 
werden, dass dieser über den Nod-like receptor pyrin domain-containing 3 (NLRP3) 
und einhergehende Inflammasom-Bildung zur Aktivierung der cysteine-aspartic 
protease 1 (Caspase-1) führt, die wiederum sterol regulatory element-binding 
proteins (SREBPs) aktiviert (Los et al, 2013). Diese sind die zentralen Regulatoren 
der Lipidbiogenese und ermöglichen in begrenztem Umfang ein Überleben der 
intoxinierten Zelle (Gurcel et al, 2006; Los et al, 2013). PFTs können jedoch auf 
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diese Weise, wie im Fall von S. aureus α-Toxin oder Aerolysin, auch die Apoptose 
über die Aktivierung von Caspase-2 einleiten (Imre et al, 2012; Los et al, 2013). Der 
Kaliumausstrom ermöglicht außerdem die induzierte Autophagie (Gonzalez et al, 
2011; Kloft et al, 2010; Los et al, 2013) und vermittelt bei S. aureus α-Toxin, Vibrio 
cholerae Cytolysin (VCC), SLO und E. coli Hämolysin A (HlyA) die Aktivierung der 
p38 MAPK (Kloft et al, 2009; Los et al, 2013). Die Aktivierung von p38 und ERK leitet 
dagegen die Wiederherstellung des intrazellulären Kaliumlevels ein (Gonzalez et al, 
2011; Los et al, 2013). 
Neben den MAPK-Signalwegen ist der p38 abhängige endoplasmic reticulum (ER) 
unfolded protein response (UPR) Signalweg sowohl in C. elegans bei Cry5B als auch 
in Säugerzellen bei Aerolysin wichtig für die Abwehr (Bischof et al, 2008; Los et al, 
2013). Seine Bedeutung ist jedoch noch nicht hinreichend erklärt. Möglicherweise 
initiiert dieser einen Arrest in der Proteinsynthese (Los et al, 2013). Ebenfalls konnte 
in C. elegans eine Beteiligung des hypoxia response Signalwegs in Anwesenheit von 
Cry5B beobachtet werden (Bellier et al, 2009; Los et al, 2013). Dieser vermittelt der 
Zelle normalerweise die Fähigkeit auf hypoxische Zustände über den 
Transkriptionsfaktor HIF-1 (hypoxia inducible factor 1α) zu reagieren (Bellier et al, 
2009). Unter normoxischen Bedingungen wird er durch die Prolyl Hydroxylase EGL-9 
hydroxyliert, anschließend durch das Von-Hippel-Lindau tumor suppressor protein 
VHL-1 gebunden, der Teil eines E3 Ubiquitin Ligase-Komplex ist, und wahrscheinlich 
hierdurch proteasomal abgebaut (Bellier et al, 2009). Mutationen in den Genen egl-9, 
vhl-1 und rhy-1, welches für einen HIF-1-Antagonisten kodiert (Shen et al, 2006), 
erhöhen dagegen die Aktivität des Signalwegs auch unter normoxischen 
Bedingungen und vermitteln gleichzeitig eine Resistenz gegenüber Cry-Toxinen 
(Bellier et al, 2009; Los et al, 2013). Desweiteren geht der Verlust von HIF-1 mit einer 
Hypersensitivität einher, während die Intoxikation mit PFTs den hypoxischen 
Signalweg aktiviert (Bellier et al, 2009). Ein weiterer Stress-Signalweg, der an der 
Abwehr gegenüber PFTs beteiligt ist, stellt der insulin/insulin-like growth factor 1 
(IGF-1) Signalweg dar (Chen et al, 2010b; Los et al, 2013). Dieser reguliert als 
Bestandteil des neuroendokrinen Systems die Lebensspanne, den Metabolismus 
und die Entwicklung von C. elegans (Finch & Ruvkun, 2001; Kenyon, 2005). Die 
Ausschaltung des entsprechenden Insulinrezeptors DAF-2 resultiert nämlich nicht nur 
in einer verlängerten Lebensspanne und Resistenz gegenüber einer Vielzahl von 
Stressfaktoren, sondern vermittelt vielmehr eine Resistenz gegenüber verschiedenen 
bakteriellen Pathogenen (Baumeister et al, 2006; Garsin et al, 2003; Kurz & Tan, 
2004), beispielsweise auch Cry5B (Chen et al, 2010b; Los et al, 2013).  
Neben dem Ausstrom von Kalium durch die Poren kommt es auch zu einem 
Einstrom von Kalzium, der als wichtiger Auslöser von Apoptose gilt (Giorgi et al, 
2012), die in vielen verschiedenen Zelltypen in Anwesenheit von PFTs beobachtet 
werden kann (Aroian & van der Goot, 2007) und ebenfalls den Vesikeltransport 
beeinträchtigt (Los et al, 2013). GAS SLO-induzierter Kalzium-Einfluss verstärkt 
dagegen die Exozytose von Lysosomen und die extrazelluläre  Freisetzung von 
Sphyngomyelinase, die wiederum eine Endozytose zur Reparatur der Membran 
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induziert (Idone et al, 2008; Los et al, 2013; Tam et al, 2010). Während dieser 
werden die PFT Poren in die Zelle aufgenommen und lysosomal degradiert (Corrotte 
et al, 2012; Los et al, 2013). In vivo Studien an C. elegans mit Cry5B und V. cholerae 
VCC konnten ebenfalls eine verstärkte Endozytoserate in den Enterozyten 
nachweisen, die jedoch abhängig von RAB-5 und RAB-11 ist (Los et al, 2011; Los et 
al, 2013). Schon der Verlust eines dieser Masterregulatoren von frühen Endosomen 
und dem Endosomen-Recycling führt zu einer deutlichen Reduktion dieses Anstiegs 
in den betroffenen Darmzellen (Los et al, 2011; Los et al, 2013). Der Verlust beider 
Proteine resultiert sogar in Hypersensitivität gegenüber Cry5B, da diese für eine 
Reparatur der Membranschäden unabdingbar sind (Los et al, 2011; Los et al, 2013). 
Dies demonstriert eine direkte Verbindung zwischen RAB-5/11, PFT induzierter 
Endozytose, Wiederherstellung der Membranintegrität und somit dem Überleben des 
gesamten Organismus (Los et al, 2011; Los et al, 2013). Eine Beteiligung des 
Zytoskeletts und seiner Organisatoren bei der Abwehr von PFTs wurde dagegen 
bisher weder in vitro noch in vivo untersucht. 
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Chemikalien, Materialien, Geräte und Software 
 
Sämtliche Verbrauchsmaterialien und Chemikalien wurden, falls nicht anders 
erwähnt, in der Qualität pro analysis von folgenden Firmen bezogen: 
Acros, Geel, Belgien; Applichem, Darmstadt; Baker, Deventer, Niederlande; Biomol, 
Hamburg; BioRad, München; Dianova, Hamburg; Difco, Detroit, USA; Fluka, Buks, 
Schweiz; Gibco/BRL Life Technologies, Karlsruhe; Grüssing, Filsum; Merck, 
Darmstadt; Riedel-de Haën, Seelze; Roth, Karlsruhe; Serva, Heidelberg; Sigma-
Aldrich, München; VWR, Darmstadt. 
Die Lösungen wurden mit demineralisiertem Wasser (dH20) angesetzt und 
gegebenenfalls autoklaviert. Bei Arbeiten mit RNA wurden Lösungen mit 
Diethylpyrocarbonat-Wasser (0,1% DEPC) angesetzt. 
Allgemeine Geräte: 
DNA-Konzentrations- und 
Reinheitsbestimmung: Nanodrop ND-1000 (PeqLab, Erlangen) 
Elektrotransformationen:  Gene Pulser II und Puls Controller Plus  
(BioRad, München) 
Mikropipettenpuller: Sutter P-97 (Science Products, Hofheim) 
PCR-Gerät: PCR primus 96 advanced (PeqLab, Erlangen) 
UV-Spektrometer:  BIO-Photometer plus (Eppendorf, Hamburg) 
Zentrifugen:    Biofuge pico (Heraeus instruments, Düsseldorf) 
     Biofuge fresco (Heraeus instruments, Düsseldorf) 
Rotanta 460R (Hettich AG, Bäch, Schweiz) 
Reagenziensätze (Kits): 
 Invisorb Spin Tissue Midi Kit, Stratec Molecular, Berlin 
 MAXIscript T7, Ambion, Austin, USA 
 QIAfilter Plasmid Maxi-Prep, Qiagen, Hilden 
 QIAprep Spin Mini-Prep, Qiagen, Hilden 
 QIAquick Gel Extraction, Qiagen, Hilden 
 QIAquick PCR-Purification, Qiagen, Hilden 
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Mikroskope: 
 Zeiss Apotome (Zeiss, Göttingen), gekoppelt mit einer Zeiss AxioCamMRm 
Digitalkamera, Aufnahmesoftware: AxioVision 4.8.2 (Zeiss, Göttingen) 
 konfokales Lasermikroskop Zeiss LSM 710 (Zeiss, Göttingen), 
Aufnahmesoftware: Zen 2009 (Zeiss, Göttingen) 
 inverses Mikroskop Leica DM IRB (Leica, Wetzlar), ausgestattet mit einer 
Injektionsapparatur (FemtoJet) und einem Mikromanipulator (Eppendorf, 
Hamburg); Nadeln für Injektionen: GB 120 F-10, Science Products, Hofheim 
Bildbearbeitung: 
Die Bilder wurden mit den Programmen Fiji (http://fiji.sc/Fiji), Zen 2009 (Zeiss, 
Göttingen) und Adobe Photoshop CS 2 (Adobe Systems, San Jose, USA) bearbeitet. 
Die Auswertung von angefertigten Bilderstapeln erfolgte wahlweise als maximum 
intensity Projektion oder zum Zweck der statistischen Auswertung des 
Fluoreszenzsignals als sum slices Projektion. Hierzu wurde manuell die Region von 
Interesse in Fiji bestimmt und mit Hilfe der Funktion Measurement, die 
durchschnittliche Intensität aller Grauwerte ermittelt. Die Anfertigung von Kollagen 
erfolgte anschließend mit Canvas 11 (Deneba Systems, Miami, USA). Teilweise 
wurden die Bilder hierzu invertiert und, falls notwendig, der Kontrast verstärkt. 
Statistik 
Die statistische Auswertung erfolgte wahlweise mit den Programmen Microsoft Excel 
2010 (Redmond, USA) und GraphPad Prism 5 (La Jolla, USA). Dabei wurde, mit 
Ausnahme der Letalitätsexperimente (Chi-Quadrat-Test) und Lebensspannen 
(Gehan-Breslow-Wilcoxon-Test), der Student´sche T-test zur Ermittlung der 
Signifikanz herangezogen. Die Signifikanz wurde entsprechend dem resultierenden 
p-Wert angegeben (p<0,05 = *, p<0,01 = ** und p<0,001 = ***). Alle dargestellten 
Fehlerindikatoren entsprechen der ermittelten Standardabweichung der jeweiligen 
Mittelwerte (SD). 
Sequenzanalysen 
Sequenzanalysen wurden mit den Programmen Clone Manager Professional 9 
(Scientific & Educational Software, Cary, USA) und Chromas (Technelysium Pty Ltd., 
South Brisbane, Australien) durchgeführt. 
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2.2 Molekularbiologische Methoden 
 
2.2.1 Bakterienstämme 
 HT115DE3 (CGC Minnesota), Genotyp: F–, mcrA, mcrB, IN(rrnD-rrnE)1, 
lambda–, rnc14::Tn10(DE3 lysogen:lacUV5 promotor-T7 polymerase), ein 
RNAse III-defizienter E. coli Stamm mit IPTG-induzierbarer Expression der T7 
Polymerase. Mit Hilfe von zwei die MCS flankierenden T7-Promotoren auf 
dem transformierten Vektor pPD129.36 wird die Synthese von dsRNA 
ermöglicht. 
 JM103 (Raffi Aroian, UCSD), Genotyp: F´ traD36 lacIqΔ(lacZ)M15 proA+B+/ 
endA1 glnV sbcBC thi-1 rpsL (StrR)Δ(lac-pro) (P1) (rK +mK + rP1 +mP1 +), 
transformiert mit pQE9 (Qiagen, Hilden), welches wahlweise das Bacillus 
thuringiensis PFT-Gen Cry5B in der multiple cloning site (MCS) trägt oder 
nicht. Durch IPTG wird die Expression der T5-Polymerase induziert und 
ermöglicht die Synthese des inserierten Gens. 
 OP50 (CGC Minnesota), Genotyp: Ura-, StrR, Fütterungsbakterien für C. 
elegans nach (Brenner, 1974). 
 
2.2.2 Medien für Bakterienstämme 
 
 LB: 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl auf 1 l dH2O 
 LB-Agar: 15 g Agar/l LB 
 Ampicillin: Verdünnung 1:1000 aus einer 100 mg/ml Stammlösung in dH2O 
 Tetracyclin: Verdünnung 1:1000 aus einer 12,5 mg/ml Stammlösung in dH2O 
 
2.2.3 Vektoren 
 
pPD129.36 / L4440 (Timmons & Fire, 1998): 
Dieser Vektor wird für RNAi Experimente über feeding benutzt. Die cDNA ist hier von 
zwei T7-Promotoren flankiert, wodurch es nach Aktivierung von diesen durch IPTG 
zur Transkription und somit Herstellung von dsRNA kommt. Der Vektor wird in 
RNAse III-defiziente E. coli Bakterien (siehe Abschnitt 2.2.1) transformiert, in denen 
die dsRNA nicht abgebaut wird. Durch die Aufnahme der Bakterien gelangt dsRNA in 
C. elegans, welche schließlich den RNAi-Mechanismus aktiviert (Timmons & Fire, 
1998). 
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pQE9 (Qiagen, Hilden): 
Hierbei handelt es sich um einen Standardvektor für Klonierungsarbeiten. Er besitzt 
einen bakteriellen Replikationsursprung (Col E1) und lässt aufgrund seines 
Ampicillin-Resistenzgenes eine Antibiotikaselektion zu. Es gibt eine MCS, die 
singuläre Schnittstellen verschiedener Restriktionsenzyme aufweist und von zwei 
Promotoren flankiert wird. Diese werden von der T5-Polymerase nach Induktion 
durch IPTG erkannt und führen zur Transkription des inserierten Cry5B Gens. 
Hierdurch wird das PFT in den Fütterungbakterien selbst exprimiert und kann über 
die Nahrung von C. elegans aufgenommen werden. 
 
2.2.4 Isolierung genomischer DNA 
 
Etwa 15 gut abgefressene Platten werden mit M9-Puffer geflutet, geschwenkt und die 
Würmer in zwei 50 ml Röhrchen überführt. Anschließend werden diese für 2 Minuten 
bei 2000 rpm abzentrifugiert und soviel Überstand, wie möglich, abgenommen. Die 
erhaltenen Wurmpellets mörsert man nun separat unter flüssigem Stickstoff und lässt 
das erhaltene Produkt auftauen. Die weiteren Schritte erfolgten nun mit Hilfe des 
Invisorb Spin Tissue Midi Kit (Stratec Molecular, Berlin). 
 das aufgebrochene Zellmaterial jeweils in ein 15 ml Röhrchen überführen 
 je 2 ml Lysepuffer G und 80 µl Proteinase K dazu pipettieren, vortexen und 
ÜN bei 52°C schüttelnd inkubieren 
 bei 4600 rpm für 5 min abzentrifugieren und Überstände in neue 15 ml 
Röhrchen überführen 
 je 50 µl RNAse A (10 mg/ml) dazu pipettieren, vortexen und für 10 min bei 
Raumtemperatur inkubieren 
 jeweils 1 ml Bindungspuffer T hinzufügen und 10 s vortexen 
 Lysat auf die bereitgestellten Säulen pipettieren und für 15 min bei 4600 rpm 
abzentrifugieren 
 Durchfluss entsorgen 
 jeweils zweimal mit 3 ml Waschpuffer die Säulen bei 4600 rpm für 10 min 
waschen, Auffangröhrchen dabei stets entleeren 
 um den verbliebenen Ethanol, der im Waschpuffer enthalten ist, komplett zu 
entfernen, werden die Säulen anschließend noch einmal für 50 min bei 4600 
rpm abzentrifugiert 
 Auffangröhrchen austauschen, jeweils 400 µl Elutionspuffer D (auf 52°C 
vorgewärmt) auf jede Säule pipettieren und für 6 min bei Raumtemperatur 
inkubieren 
 nach dem Abzentrifugieren bei 4000 rpm für 6 min erhält man die genomische 
DNA, die bereits ohne weitere Aufreinigungsschritte für alle gängigen PCRs 
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und genomische Sequenzierungen (Cologne Center for Genomics, Köln) 
verwendet werden kann 
Lösungen: 
M9-Puffer:   3 g KH2PO4, 6 g Na2HPO4, 5 g NaCl, mit dH2O auf 1 l
    auffüllen, nach dem Autoklavieren 1 ml 1 M MgSO4 
    hinzufügen 
 
2.2.5 Oligonukleotide 
 
Alle Amplimere für PCR-Reaktionen wurden mit Hilfe des Programms Clonemanager 
entworfen und von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) bezogen. 
 
Tabelle 2-1: Primer für den Vektor pPD129.36, die zur Sequenzierung des jeweiligen 
integrierten cDNA-Abschnitts verwendet wurden. 
Oligomer-Bezeichnung Orientierung Sequenz 
pPD129.36 vorwärts GATAACCGTATTACCGCCTTTG 
 
rückwärts CGATTAAGTTGGGTAACGCCA 
M13 uni (-21) vorwärts TGTAAAACGACGGCCAGT 
 
 
Tabelle 2-2: Verwendete Oligonukleotide, die im Rahmen dieser Arbeit für die Herstellung von 
dsRNA, verwendet wurden. 
Die Erkennungssequenz der T7-Polymerase für eine anschließende in vitro Transkription ist in rot dargestellt. 
Gen 
Primer 
Orientierung 
und Name Sequenz 
C50F4.1 
vorwärts 
(o13-71) TAATACGACTCACTATAGGTTTGACGTCATCCGAACCT 
 
rückwärts 
(o13-72) TAATACGACTCACTATAGCGAGTGCATTTGGTGAGAGA 
lin-15b 
vorwärts 
(o12-1) TAATACGACTCACTATAGGTTGTGGAACAGTTGGCCTT 
 
rückwärts 
(o12-2) TAATACGACTCACTATAGATTCCAACACATCTGCCACA 
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Zur Genotypisierung eines SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) im Rahmen der 
Lokalisierung einer Mutation wurde der jeweilige genomische Bereich amplifiziert, 
das PCR-Produkt mit der entsprechenden Restriktionsendonuklease verdaut und die 
resultierenden Fragmente gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die benötigten 
Oligomere für das chromosomale SNP-mapping sind im Anhang (Tabelle 10-1) zu 
finden. Teilweise wurden diese auch für die subchromosomale Lokalisierung der 
Mutation verwendet. Die Feinkartierung erfolgte dagegen mit speziell auf das Intervall 
angepassten Primern, die in Tabelle 2-3 aufgeführt sind. 
 
Tabelle 2-3: Oligomere mit entsprechenden Enzymen und resultierenden 
Restriktionsprodukten zur Genotypisierung von SNPs im Rahmen der subchromosomalen 
Feinkartierung. 
Oligomer-
Bezeichnung Sequenz 
Enzym 
SNP Restriktionsprodukt 
C26G2_for GCTACAACAAACTGAGGGTGAG SspI schneidet N2-DNA 
C26G2_rev CTGCGACCTTGGGCTTATTAG     
F31F6_for CCGGTTCTGCCTACACCTAC HinfI schneidet N2-DNA 
F31F6_rev CCAGCGTGAGAAATAACGGT     
C33A11_for CGAAATTTTGATGCAATGCT SspI schneidet N2-DNA 
C33A11_rev ATGTGTGTTGGCCTGTCAAA     
ZK662_for AAGACTACTCCGATGCTGCC AfiIII schneidet N2-DNA 
ZK662_rev TTCCGGTCAAAGTTTTGGAA     
F59F4_for GTAGAGATTCCCTGGCCCTC BsmAI schneidet Hawaii-DNA 
F59F4_rev CTTCAACCATTGCCGTTCTT     
C09G1_for ACACGACCGTAGAAAATGCC HaeIII schneidet Hawaii-DNA 
C09G1_rev CATTGCGAAGGGGTGTATCT     
F23A7_for GTCCCAAACCAAGCCAAATA ScaI schneidet N2-DNA 
F23A7_rev AGTGGCCTATCACTTGTGGG     
W09B12_for CCTCAGGATTTACCAGTGACAC BgIII schneidet Hawaii-DNA 
W09B12_rev TTAGTCTTGCGCCCCTAGAG     
C16H3_for CGATGCGGTTTCCTAGCTTAC ClaI schneidet N2-DNA 
C16H3_rev ATTGCCCATTTCAAGCCC     
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Tabelle 2-4: Oligomere, die für die Sequenzierung von ifo-1 in den Suppressoren verwendet 
wurden. 
Oligomer-
Bezeichnung Orientierung Sequenz 
08-44 vorwärts AAGGCCATTACGGCCATGGGAGACCTACAAGTC 
ifo-1 Primer 2 rückwärts AAACTCACAGATCTGTAAAACTT 
ifo-1 Primer 3 vorwärts AGAAGGAAGTAGGCGATTCGGGG 
ifo-1 Primer 4 rückwärts GATGATAAACTGGATGAACTGAA 
o10-01 vorwärts GGATTGCAAATGCCACAGTGC 
o10-02 vorwärts ATCTCCGGATCAAGTTCAACGC 
o10-03 vorwärts GAACACCACTTCCACCAGC 
o10-04 vorwärts GATCTGTCAACTAGATATGAAGTGC 
o10-05 vorwärts GAACTTCAGAATGAGATTAAGGCAG 
o10-06 vorwärts GCATATTGACAAGCCACTTGGC 
o10-07 vorwärts GCTACTTCTCAACACTCGAATGC 
o10-08 vorwärts GGGAACTGTTGTTCAGTGC 
o10-09 vorwärts CCAGGGTACTGTAGATGAGC 
o10-10 rückwärts CGAGAGCTGTCAAAGTAGAGC 
 
2.2.6 PCR (Polymerase Chain Reaction) 
 
Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde die Polymerase-Kettenreaktion 
durchgeführt. Diese erfolgt in einer zyklischen Abfolge unter Verwendung von zwei 
komplementären, die Matrize flankierenden Oligonukleotiden (Primer) und einer 
temperaturstabilen DNA-Polymerase. Jeder Zyklus beginnt mit der Denaturierung der 
Matrize, dem das Anlagern der Primer (Annealing) und schließlich die sukzessive 
DNA-Polymerisierung durch die Polymerase unter Verwendung zugefügter dNTPs 
(Elongation) folgt. Durch diese Methode ist es möglich, selbst geringe DNA-Mengen 
hochspezifisch und exponentiell zu vervielfältigen. 
Analytische PCR-Reaktionen wurden mit der Taq-DNA-Polymerase durchgeführt, da 
diese mit einer Fehlerrate in der Amplifikation von ca. 1‰ absolut ausreichend war. 
Die Länge der verwendeten Oligomere lag in der Regel bei ±20 Nukleotiden, konnte 
jedoch aus Stabilitätsgründen oder aufgrund einer angehängten enzymatischen 
Erkennungssequenz auch größer ausfallen. Die verwendeten Annealing-
Temperaturen wurden 5°C niedriger als die Schmelztemperaturen der 
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Oligonukleotide gewählt, welche zuvor mit der Formel T [°C] = 2(A + T) + 4(C + G) 
berechnet werden konnten. 
PCR-Reaktionen wurden in einem Volumen von 50 μl in folgender 
Zusammensetzung angesetzt: 
 DNA-Matrize:  X μl (1-10 ng Vektor DNA, 50-100 ng genomische 
    DNA; abhängig von der Konzentration des  
    templates) 
 10 x Taq-Puffer:  5 μl 
 Primer:   1 μl (je Primer; Konzentration: 50 pmol/μl) 
 dNTPs:   1 μl (Konzentration pro dNTP: 10 mmol/μl) 
 Taq-DNA-Polymerase: 0,5 µl 
 dH2O:   X μl (mit dH2O auf 50 μl Gesamtvolumen auffüllen) 
 
Tabelle 2-5: PCR-Programm für eine PCR mit Taq-DNA-Polymerase. 
Schritte Temperatur Dauer 
1. Initiale Denaturierung 95°C 2 min 
2. Denaturierung der DNA 95°C 30 s 
3. Annealing der Primer 55-65°C 30 s 
4. Elongation  72°C pro kb 1 min 
5. Wiederholung der Schritte 2-4 (insgesamt 35 Zyklen) 
6. Finale Elongation 72°C 10 min 
7. Reaktionsende 4°C endlos 
 
Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten, die anschließend sequenziert werden 
sollten, wurde die Phusion-DNA-Polymerase (Thermo Fisher Scientific, 
Braunschweig) verwendet, die eine ausgeprägte Fehlerkorrektur besitzt und somit 
DNA in einem hohen Maß fehlerfrei amplifizieren kann. 
PCR-Reaktionen wurden in einem Volumen von 50 μl in folgender 
Zusammensetzung angesetzt: 
 DNA-Matrize:   X μl (50-100 ng genomische DNA; abhängig
     von der Konzentration des templates) 
 5 x HF-Puffer:   10 μl 
 Primer:    1 μl (je Primer; Konzentration: 50 pmol/μl) 
 dNTPs:    1 μl (Konzentration pro dNTP: 10 mmol/μl) 
 Phusion-DNA-Polymerase: 0,5 µl 
 dH2O:    X μl (mit dH2O auf 50 μl Gesamtvolumen
     auffüllen) 
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Tabelle 2-6: PCR-Programm für eine PCR mit Phusion-DNA-Polymerase. 
Schritte Temperatur Dauer 
1. Initiale Denaturierung 98°C 2 min 
2. Denaturierung der DNA 98°C 30 s 
3. Annealing der Primer 55-68°C 30 s 
4. Elongation  72°C pro kb 15-30 s 
5. Wiederholung der Schritte 2-4 (insgesamt 35 Zyklen) 
6. Finale Elongation 72°C 10 min 
7. Reaktionsende 4°C endlos 
 
2.2.7 Restriktionsendonukleasen 
 
Tabelle 2-7: Restriktionsenzyme, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden. 
N = A, T, G oder C. 
Enzym Schnittsequenz Temperatur Puffer Herkunft 
SspI AAT↓ATT 37°C G (green) Thermo-Fisher-Scientific, Braunschweig 
HinfI G↓ANTC 37°C R (red) Thermo-Fisher-Scientific, Braunschweig 
BgIII A↓GATCT 37°C O (orange) Thermo-Fisher-Scientific, Braunschweig 
ClaI AT↓CGAT 37°C NEB 4 NEB, Frankfurt am Main 
DraI TTT↓AAA 37°C Tango (yellow) Thermo-Fisher-Scientific, Braunschweig 
AfiIII C↓TTAAG 37°C NEB 3 NEB, Frankfurt am Main 
BsmAI GTCTC(N)1↓ 55°C NEB 4 NEB, Frankfurt am Main 
HaeIII GG↓CC 37°C NEB 4 NEB, Frankfurt am Main 
ScaI AGT↓ACT 37°C NEB 4 NEB, Frankfurt am Main 
DdeI C↓TNAG 37°C NEB 3 NEB, Frankfurt am Main 
 
2.2.8 Restriktionsverdau 
 
Restriktionsendonukleasen hydrolysieren die Phosphodiesterbindungen von 
doppelsträngiger DNA an einer für das jeweilige Enzym spezifischen Sequenz. Das 
resultierende Fragmentmuster liefert Erkenntnisse über die Verteilung 
entsprechender Restriktionsschnittstellen in einer DNA und somit auch Informationen 
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über die verdaute Sequenz selbst. Dabei ist eine Enzymeinheit im jeweiligen 
Temperaturoptimum in der Lage, 1 μg λ-DNA innerhalb einer Stunde zu spalten. Für 
analytische Zwecke wurden ca. 0,1 μg, für präparative Ansätze ca. 10 μg DNA 
eingesetzt. Die Inkubation erfolgte im Temperaturoptimum des Enzyms und dauerte 
zwischen 1 und 16 h. 
 
Die Restriktionen wurden in einem Volumen von 20 µl in folgender 
Zusammensetzung angesetzt: 
 DNA:   0,1-10 µg 
 10 x Puffer:  2 µl 
 Enzym:   1 U/µg DNA 
 dH2O:   X μl (mit dH2O auf 20 μl Gesamtvolumen auffüllen) 
 
2.2.9 Herstellung elektrotransformationskompetenter HT115-Bakterien 
 
Um eine Transformation von Plasmid-DNA in HT115-Bakterien zu ermöglichen, 
müssen diese kompetent gemacht werden. Die hier gewählte 
Transformationsmethode ist die Elektrotransformation. 
Elektrokompetente Bakterien wurden nach folgendem Protokoll hergestellt: 
 50 ml SOB-Medium + 12,5 µg/ml Tetracyclin mit einer Einzelkolonie animpfen 
und über Nacht bei 37°C inkubieren 
 7,5 ml dieser Bakteriensuspension zu 500 ml SOB-Medium + 12,5 µg/ml 
Tetracyclin hinzufügen und bis zu einer optischen Dichte von 0,6 (OD600) 
anwachsen lassen 
 Bakterienkultur auf 2x 250 ml Zentrifugenbecher verteilen und für 15 min auf 
Eis abkühlen 
 Zentrifugation bei 3600 rpm und 4°C für 15 min; Überstand verwerfen 
 Bakterienpellets in je 200 ml Glycerin (10%) vollständig resuspendieren 
 Zentrifugation bei 3800 rpm und 4°C für 15 min 
 Wiederholung der letzten beiden Schritte 
 Überstand verwerfen, Bakterienpellets in je 20 ml Glycerin (10%) 
resuspendieren und Suspension in zwei Röhrchen überführen 
 Zentrifugation bei 5000 rpm und 4°C für 10 min; Überstand verwerfen 
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 ein Pellet in 3 ml Glycerin (10%) resuspendieren, mit dem zweiten Pellet 
vereinigen und dieses ebenfalls resuspendieren  
 in Volumen von je 50 µl aliquotieren, in flüssigem Stickstoff schockgefrieren 
und bei -70°C lagern 
Lösungen: 
SOB-Medium: 20 g/l Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 mM NaCl (0,6 g/l), 2,5 mM
   KCl (0,2 g/l), auf pH 7,0 einstellen und autoklavieren.  
   Vor Gebrauch wird dem Nährmedium 20 mM (10 ml/l) einer 2 M
   Mg2+-Lösung zugegeben, welche aus 1 M MgCl2·6H2O und 1 M
   MgSO4·7H2O hergestellt wurde. 
 
2.2.10 Elektrotransformation kompetenter HT115-Bakterien mit 
Plasmid-DNA 
 
 50 µl kompetente HT115-Bakterien auf Eis auftauen lassen 
 Zugabe von 1 µl einer verdünnten DNA-Lösung (~20 ng/µl) 
 Ansatz in die Elektroküvette füllen, so dass das Volumen zwischen den 
Kondensatorplatten ausgefüllt ist 
 Elektroschock der Bakterien mit 1,8 kV, Zeitkonstanten von 4,8 bis 5,0 ms sind 
akzeptabel 
 dem Ansatz 450 µl LB-Medium hinzufügen 
 30-45 min bei 37°C inkubieren 
 Ansatz auf LB-Agarplatten mit Ampicillin und Tetracyclin ausplattieren und 
über Nacht bei 37°C inkubieren 
 zum Animpfen einer Flüssigkultur wird eine Kolonie in LB-Medium mit 
Ampicillin und Tetracyclin überführt und über Nacht schüttelnd bei 37°C 
inkubiert 
 
2.2.11 Präparation von Plasmid-DNA 
 
Die Präparation von Plasmid-DNA erfolgte auf zwei verschiedene Arten. Für 
Präparationen im kleinen Maßstab (<200 ng) wurden die Plasmide aus einer 4 ml 
Über-Nacht-Kultur mit Hilfe des QIAprep Spin Mini-Prep Kits isoliert. Dies konnte 
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einerseits manuell per Hand oder halbautomatisch mit Hilfe des QIAcube (Qiagen, 
Hilden) erfolgen. Um größere Mengen Plasmid-DNA (500 μg) zu erhalten, wurde die 
Plasmid-DNA von Bakterien einer 100 ml Über-Nacht-Kultur mit dem QIAfilter 
Plasmid Maxi-Prep Kit (Qiagen, Hilden) präpariert. 
 
2.2.12 DNA-Fällung 
 
Die DNA-Fällung dient der Aufreinigung und Aufkonzentrierung der Probe. Dazu wird 
500 µl Isopropanol dazugegeben, das Gemisch invertiert und ÜN bei -20°C inkubiert. 
Die Lösung wird 30 min bei 13000 rpm zentrifugiert und der Überstand verworfen. 
Das Pellet wird mit 500 µl 70% EtOH gewaschen, bei 13000 rpm für 15 min 
zentrifugiert und der Überstand wieder verworfen. Das Pellet wird getrocknet und in 
20 µl dH2O resuspendiert. 
 
2.2.13 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA 
 
Bei einer Wellenlänge von 260 nm wird die Extinktion (E) der Nukleinsäurelösung 
gemessen und so die Konzentration der Nukleinsäuren bestimmt. Die Extinktion der 
Nukleinsäuren wird dabei im Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, 
Braunschweig) bestimmt und gegen das Lösungsmittel als Referenz gemessen. 
Hierbei gilt das Lambert-Beer`sche Gesetz, welches die Beziehung zwischen 
Extinktion und Stoffkonzentration wiedergibt: E260 = λ · c · d, wobei E die optische 
Dichte (Extinktion) bei 260 nm, λ der Extinktionskoeffizient, c die Stoffkonzentration 
und d die Dicke der Küvette ist. Die Reinheit der Nukleinsäuren lässt sich weiterhin 
durch den Quotienten E260/280 bestimmen, bei fast proteinfreien 
Nukleinsäurelösungen liegt der Quotient zwischen 1,8 und 2,0. 
 
2.2.14 Gelelektrophorese 
 
Die Gelelektrophorese dient der Auftrennung und Identifizierung von Nukleinsäuren. 
DNA-Proben werden standardmäßig mittels einer Agarosegel-Elektrophorese 
aufgetrennt. Aufgrund ihres negativ geladenen Phosphatrückgrats wandert die DNA 
in einem elektrischen Feld immer von der Kathode (dem Minuspol) zur Anode (dem 
Pluspol). Dabei ist ihre Geschwindigkeit abhängig von der Größe, der Form, dem pH, 
der Temperatur, sowie der Konzentration der Agarose und der Stärke des 
elektrischen Feldes. Je höher die Konzentration der Agarose, desto höher ist die 
Auftrennungsauflösung, da die Agarose beim Erkalten polymerisiert und Poren bildet, 
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deren Größe umgekehrt proportional zur Konzentration der Agarose ist. Die 
verwendete Agarosekonzentration von 1% diente zur Auftrennung von Fragmenten 
im Bereich von 0,5-10 kb. Als Laufpuffer wurde 1x TBE verwendet, der auch zum 
Lösen der entsprechenden Menge an Agarose benutzt wurde. Diese musste nach 
dem Aufkochen 5 min bei Raumtemperatur abkühlen und konnte anschließend mit 
Ethidiumbromid (EtBr), einem fluoreszierenden DNA-Interkalator, versetzt werden 
(30 µl / 500 ml Agaroselösung). Die Proben wurden zusammen mit einem 10 x 
Puffer, bestehend aus Bromphenolblau und Glycerin, aufgetragen, um die DNA zu 
beschweren und die Lauffront sichtbar zu machen. Zur Größenbestimmung der DNA-
Proben wurde zusätzlich ein DNA-Größenstandard (beispielsweise 1 kb DNA-Leiter 
Gene-Ruler plus von Thermo Fisher Scientific, Braunschweig) aufgetragen, der DNA-
Fragmente definierter Größe enthält und anschließend eine Spannung von 60-120 
Volt angelegt, wodurch die DNA zur Anode wanderte. Anhand der Lauffront konnte 
abgeschätzt werden, wann die Auftrennung ausreichte und die DNA-Fragmente im 
Geldokumentationsgerät Quantum ST5 (Vilbert-Lourmat, Eberhardzell) unter UV-
Bestrahlung visualisiert und dokumentiert werden konnten. 
Lösungen: 
Für 500 ml 1% Agarose: 
 5 g Agarose 
 auf 500 ml mit 1 x TBE-Puffer auffüllen 
 aufkochen, 5 min bei Raumtemperatur abkühlen lassen 
 wenn abgekühlt 30 µl EtBr hinzugeben 
 
5 x TBE-Puffer:   310 g Tris, 137,59 g Borsäure, 23,26 g EDTA 
     auf 5 l mit dH2O auffüllen 
EtBr-Lösung 
10 x DNA-Probenpuffer:  30 % (w/v) Glycerin, 1 % (w/v) SDS, 0,1 % 
     Bromphenolblau, 50 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl
     pH 7,5 
 
2.2.15 Gelelution 
 
Zur Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das Gel zunächst auf 
einen UV-Tisch TFX-20 M (366 nm Wellenlänge, Vilbert-Lourmat, Eberhardzell) 
überführt, auf dem die DNA-Fragmente sichtbar gemacht wurden. Die entsprechende 
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Bande wurde mit einem Skalpell ausgeschnitten und die DNA-Isolierung erfolgte mit 
dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden). 
 
2.2.16 DNA-Sequenzierung 
 
Die DNA-Sequenzierung funktioniert nach dem Prinzip der PCR, mit dem 
Unterschied, dass neben den 2’-Desoxynucleotiden (dNTPs) in einer geringen 
Konzentration 2’,3’-Didesoxynucleotide (ddNTPs) im Ansatz vorliegen. Wird ein 
ddNTP von der Polymerase in den Strang eingebaut, so kommt es aufgrund der 
fehlenden Hydroxyl-Gruppe am 3’-C-Atom zum Abbruch. Da es zufallsbedingt ist, ob 
ein dNTP oder ein ddNTP eingebaut wird, ist die Länge der Fragmente 
unterschiedlich und jedes Fragment endet mit einem ddNTP. Es werden 4 Ansätze 
mit jeweils einer Art ddNTP gemacht, so kann in jedem Ansatz das letzte Nucleotid 
eines Fragments eindeutig zugeordnet werden. Die Auftrennung der Fragmente 
erfolgt durch ein Acrylamidgel. 
Die Sequenzierungen wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) 
durchgeführt und die Chromatogramme mit den PC-Programmen Chromas bzw. 
Clonemanager ausgewertet. Abweichend hierzu erfolgte die genomische 
Sequenzierung im Cologne Center for Genomics (Köln) und die Auswertung der 
Rohdaten durch Philipp Schiffer (Biozentrum Köln) und Olaf Bossinger (MOCA). 
 
2.2.17 in vitro Transkription zur Herstellung von dsRNA 
 
2.2.17.1 Herstellung der DNA-Matrize für die in vitro Transkription 
 
Die Amplifikation der DNA-Matrize für die Transkriptionsreaktion wird über eine 
Standard-PCR-Reaktion (siehe Abschnitt 2.2.6) auf Basis von genomischer DNA und 
mit spezifischen Primern durchgeführt, an die jeweils an das 5’-Ende eine T7 
Erkennungssequenz gehängt wurde (siehe Tabelle 2-2). 
 
2.2.17.2 Transkriptionsreaktion 
 
Die eigentliche Transkriptionsreaktion erfolgt mit dem MAXIscript T7 Kit (Ambion, 
Austin, USA), der Transkriptionsansatz sieht wie folgt aus: 
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 3 µl PCR-Produkt 
 2 µl 10 x Transkriptionspuffer 
 je 1 µl 10 mM rNTPs (also 4 µl insgesamt) 
 0,2 µl RNAse Inhibitor 
 2 µl T7-Polymerase 
 8,8 µl DEPC-H2O 
Es folgt eine Inkubation für 2-4 h bei 37°C. Anschließend werden je Ansatz 1 μl 
RNAse freie DNAse (2 U/µl) hinzugeben und 15 min bei 37°C inkubiert. Danach 
werden 115 μl DEPC-Wasser und 15 μl Ammoniumacetat-Stoplösung (5 M 
Ammoniumacetat und 100 mM EDTA) hinzugegeben, welche zum Abbruch der 
Reaktion führt. 
 
2.2.17.3 Phenol-Chloroform Extraktion 
 
Die Phenol-Chloroform Extraktion dient dazu, die dsRNA von Verschmutzungen zu 
reinigen. Dabei wird in einem ersten Schritt 150 µl Phenol zum Ansatz gegeben, gut 
gevortext, 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert und die obere Phase in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt. Anschließend gibt man 150 µl Chloroform hinzu und 
wiederholt das Verfahren, wie zuvor. Die isolierte obere Phase enthält nun die 
aufgereinigte RNA. 
 
2.2.17.4 Fällung von dsRNA 
 
Um RNA aufzukonzentrieren, wird diese mit Isopropanol in Gegenwart monovalenter 
Salze gefällt. Ethanol bzw. Isopropanol verhindern dabei die Ausbildung von 
Hydrathüllen, indem sie der RNA die Wassermoleküle entziehen und so für ihre 
Aggregation sorgen. Durch die in der Lösung ionisch vorliegenden Salze wird die 
RNA schließlich stabilisiert. Für die Fällung sind folgende Schritte erforderlich: 
 Zugabe von 150 µl eiskaltem Isopropanols und vortexen 
 Fällung über Nacht bei -20°C 
 Zentrifugation für 30 min bei 13000 rpm 
 Überstand verwerfen, Pellet in eiskaltem 70% Ethanol waschen 
 Zentrifugation für 15 min bei 13000 rpm 
 Überstand verwerfen und Pellet lufttrocknen lassen 
 Pellet in 12 µl DEPC-dH2O aufnehmen und resuspendieren 
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2.2.18 Antikörperaufreinigung 
 
Die IFO-1 Antikörper wurden aus zwei verschiedenen Meerschweinchen (gp44 und 
gp45) isoliert, die zuvor gegen einen Peptidmix (Peptid 1: Position 19-39, Peptid 2: 
Position 386-405) immunisiert worden sind (Peptide Specialty Laboratories, 
Heidelberg). Die Aufreinigung erfolgte dabei in zwei Schritten: 
 
1. Serum gp44 über Säule mit Peptid 1 
Serum gp45 über Säule mit Peptid 2 
2. Serum gp44 über Säule mit Peptid 2 
Serum gp45 über Säule mit Peptid 1 
 
 Säulenmatrix 5 x mit PBS waschen 
 4 ml Serum in 4 ml PBS geben 
 Serum/PBS mit der Matrix über Nacht bei 4°C langsam rotierend in 15 ml 
Röhrchen inkubieren 
 Suspension in Säule geben und 2 x den Durchfluss erneut durchlaufen lassen, 
so dass die Matrix wieder komplett in der Säule ist. Durchfluss aufheben und 
einfrieren! 
 3 x mit 10 ml PBS waschen 
 2 x mit 10 ml 10 mM Natriumphosphatpuffer pH 6,8 waschen 
 Antikörper mit 10 x 0,5 ml 0,1 M Glycin-Puffer (pH 2,4) eluieren. Jede Fraktion 
in Reaktionsgefäß mit 35 µl 2 M K2HPO4 aufnehmen, sanft mischen und sofort 
auf Eis lagern 
 Überprüfung der pH-Werte von Fraktionen zwei, drei und vier mit Hilfe von pH-
sensitivem Papier 
 Bestimmung der Proteinmenge durch Quick-Bradford-Reagenz (BioRad, 
München) und anschließende photometrische Auswertung  Antikörper sollte 
in den Fraktionen zwei bis fünf am stärksten eluiert sein 
 100 µl Aliquots des aufgereinigten Serums mit 0,5 µl 10 % Natriumazid 
versetzen und bei -70°C lagern 
 
 Regeneration der Säule: 1 x mit 10 ml 10 mM Natriumphosphatpuffer pH 6,8 
waschen, 2 x mit 10 ml PBS mit 1 M NaCl waschen, 2 x mit 10 ml PBS mit 
0,05% Natriumazid waschen 
 Durchfluss auf Eis auftauen und über die jeweils andere Säule aufreinigen 
 Regeneration der Säule 
 beim letzten Waschschritt nicht komplett durchlaufen lassen, verschließen und 
stehend bei 4°C lagern 
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Lösungen: 
PBS mit 1 M NaCl    5,844 g NaCl auf 100 ml PBS 
10% Natriumazid    5 g Natriumazid auf 50 ml dH2O 
Glycerin (ultra pure) 
0,1 M Glycin-Puffer    0,376 g auf 50 ml, pH mit HCl auf 2,4 
      einstellen 
2 M K2HPO4     3,48 g auf 10 ml 
10 mM Natriumphosphatpuffer  51 ml 0,2 M NaH2PO4 und 49 ml 0,2 M 
      Na2HPO4 auf 1 l dH2O 
 
2.2.19 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Die Auftrennung von Proteinen nach der molekularen Masse ist durch eine 
Behandlung mit dem anionischen Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) sowie 
Schwefelbrücken spaltenden Thiolreagenzien (wie β-Mercaptoethanol) möglich. 
Dabei werden die Proteine denaturiert und erhalten durch hydrophobe 
Wechselwirkungen eine gleichmäßige Beladung mit dem negativ geladenen SDS. Es 
binden 1,4 g Detergens pro 1 g Protein, wobei glykosylierte Proteine eine geringere 
Menge binden als nicht-glykosylierte Proteine mit gleicher Masse. Die negativ 
geladenen SDS-Protein-Komplexe weisen ein konstantes Ladungs-/Masseverhältnis 
auf und lassen sich daher nach ihren relativen Molekularmassen innerhalb einer 
Gelmatrix durch Anlegen einer Spannung auftrennen. 
Als Trennmatrix werden Polyacrylamidgele verwendet, die durch Ko-Polymerisation 
von Acrylamid mit einem Vernetzer wie N,N´-Methylenbisacrylamid entstehen. Dabei 
wird die Vinyladditionspolymerisation durch freie Radikale gestartet, die durch eine 
Wechselwirkung von Ammoniumpersulfat (APS) und dem tertiärem Amin 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) entstehen. TEMED katalysiert den Zerfall von 
APS in Sulfatradikale, die wiederum TEMED-Molekülen ein Elektron entreißen. Diese 
Radikale leiten nun durch die Reaktion mit Acrylamidmonomeren eine Kettenreaktion 
ein, bei der Polymerketten sowie Quervernetzungen durch gelegentlichen Einbau 
des bisfunktionellen Bisacrylamids in zwei wachsende Ketten gebildet werden. Die 
entstehenden Porengrößen hängen von der Gesamtkonzentration an Acrylamid und 
Bisacrylamid sowie dem Vernetzungsgrad ab und bestimmen schließlich die 
Trenneigenschaften der Gelmatrix. 
Bei der verwendeten SDS-PAGE nach (Laemmli, 1970) handelt es sich um ein 
diskontinuierliches System bezüglich der hierbei verwendeten Gele und Puffer. Das 
obere Drittel besteht aus einem großporigen Sammelgel, der untere Teil dagegen 
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aus einem engporigen Trenngel. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Sammelgele mit 
einer Konzentration von 5% und Trenngele mit 10% verwendet. Der Laufpuffer 
enthält Tris-Glycerin (pH 8,8), der Proben- und Sammelgelpuffer Tris-HCl (pH 6,8) 
und der Trenngelpuffer Tris-HCl (pH 8,8). Durch Anlegen einer Spannung bewegen 
sich die Cl--Ionen in Trenn- und Sammelgel mit hoher Mobilität und werden als 
sogenannte Leitionen bezeichnet. Glycin liegt nach Eindringen ins Sammelgel 
hauptsächlich als Zwitterion vor und besitzt dadurch eine viel niedrigere Mobilität 
(Folgeionen). In der Zone zwischen Leit- und Folgeionen liegt eine 
Ladungsverarmung und in der Folge eine niedrigere elektrische Leitfähigkeit in 
Verbindung mit einem erhöhten elektrischen Widerstand vor, der unter konstanter 
Stromstärke dazu führt, dass ein steiler Feldstärke(Volt)-Gradient vorliegt. Dadurch 
werden die SDS-Protein-Micellen im Sammelgel entlang des Gradienten umso 
stärker beschleunigt, je näher sie sich an der nachrückenden Front an Glycinat-Ionen 
befinden und führen dazu, dass weit vom Trenngel entfernte Proteine schneller 
wandern als solche, die bereits in seiner Nähe sind. Somit kommt es vor 
Einwanderung in das Trenngel zu einer Aufkonzentrierung der Proteine in einer 
extrem schmalen Bande zwischen Leit- und Folgeionen. Der pH-Anstieg im Trenngel 
bewirkt schließlich eine negative Ladung von Glycin, welches schneller als die 
Proteine wandert und nun eine Auftrennung der Proteine nach der Größe der 
Micellen, also gemäß ihrer molekularen Masse ermöglicht. Die einzelnen 
Arbeitsschritte sind nachfolgend aufgeführt: 
 
1. Generierung von Proben 
 für jede Probe wurden 30 Würmer, in Einzelfällen auch 60 Würmer, in 30 µl 
M9-Puffer gepickt und bis zur weiteren Verwendung bei -70°C gelagert 
2. Vorbereiten der Gelkammern 
Reinigung der Gläser zum Gießen des Gels (mit Alkohol abwischen bis keine 
Verunreinigungen mehr sichtbar sind) 
 ein dickeres Glas mit Spacer (Abstandhalter) 
 ein dünneres Glas (zum Drauflegen) 
 saubere Gläser in Halter einspannen (unten bündig) 
 Halterung in grünen Träger bis unten auf Gummilippe einspannen 
 Testen auf Dichtigkeit: dH2O einfüllen  
 nach bestandener Dichtigkeitsprüfung dH2O entfernen und mit 
Zellstoff trocknen 
3. Herstellung des Trenngels 
 gemäß Tabelle 2-8 
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 Wichtig: 10% APS immer zuletzt dazu mischen, da APS die Reaktion startet 
4. Gießen des Trenngels in die vorbereitete Kassette 
 nach Zugabe des APS kurz schütteln und zügig in die Kassette 
pipettieren (bis zum Rand der unteren grünen Strebe des Glasträgers) 
 Isopropanol an rechter Seite vorsichtig auftropfen, damit eine gerade 
Kante entsteht und die Luftbläschen verschwinden 
 30-45 min bei Raumtemperatur auspolymerisieren lassen 
5. Gießen des Sammelgels  
 Isopropanol vom Trenngel abgießen, mit dH2O zweimal nachwaschen 
und mit einem Zellstoffpapier komplett trocknen 
 Sammelgel gemäß Tabelle 2-8 zusammen pipettieren und auf das 
Trenngel gießen 
 sehr zügig grünen Kamm einsetzen und etwa 45 min bei 
Raumtemperatur auspolymerisieren lassen 
6. Einsetzen des Gels in die Kammer 
 Gelkassetten jeweils mit der dünneren Glasplatte nach innen in die 
Kammer einspannen. Bei nur einem Gel den Platzhalter für die andere 
Seite benutzen 
 Zwischenraum mit Laufpuffer füllen, auf eventuelle Undichtigkeiten 
überprüfen, dann die Kammer komplett befüllen 
7. Proben vorbereiten 
 Proteinmenge in jeder Kammer: 24 Würmer, in Einzelfällen auch 48 
Würmer (maximal 25 µl Volumen) 
 Proben auftauen, vortexen, durch Aufziehen in einer Kanüle weiter 
homogenisieren und mit Laemmli-Puffer mischen 
 5 min kochen bei 95°C, im Falle von PEPT-1 Analysen dagegen nur 2 
min bei 42°C 
 anschließend zentrifugieren und kurz auf Eis lagern 
 Auftragen des benötigten Probenvolumens und des Größenstandards 
(PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific, 
Braunschweig) mit Pipette oder Hamilton Kanüle 
8. Gellauf 
 1 Gel 60 V eventuell nach 1 h auf 100 V erhöhen 
 2 Gele 100 V eventuell nach 1 h auf 120 V erhöhen 
 laufen lassen, bis die blaue Bande unten angekommen ist. 
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Lösungen: 
 4 x Trenngelpuffer   Tris-OH (1,5 M = 36,94 g), SDS (0,4% = 
     0,8 g), pH: 8,8, mit dH2O auf 200 ml auffüllen 
 4 x Sammelgelpuffer  Tris-Cl (0,6 M = 18,91 g), SDS (0,4% =  
     0,8 g), pH: 6,8, mit dH2O auf 200 ml auffüllen 
 5 x Probenpuffer Laemmli  15 ml Sammelgelpuffer, 12,5 ml Glycerin,
     2,5 ml β-Mercaptoethanol, 2,5 g SDS,  
     etwas Bromphenolblau 
 10 x Laufpuffer   30,3 g Tris, 144,1 g Glycin, auf 1 l mit dH2O 
     auffüllen 
 
Tabelle 2-8: Komponenten des Sammel- und Trenngels bei der SDS-PAGE. 
  Trenngel 2 Gele 
10% 
Wasser 6,0 ml 
40% Acrylamid (29/1) 3,0 ml 
Trenngelpuffer 3,0 ml 
Temed 12 µl 
10% APS 120 µl 
 Sammelgel 2 Gele 
 Wasser 2,40 ml 
 40% Acrylamid (29/1) 469 µl 
5% Sammelgelpuffer 937,5 µl 
 Temed 3,75 µl 
 10% APS 37,5 µl 
 
2.2.20 Western-Blotting 
 
1. Whatman-Papier und Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran schneiden 
 benötigt werden 2 Whatman-Papiere und eine Membran (je 7x10 cm) 
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2. Aufbau des Blots 
 Gel vorsichtig aus der Kassette nehmen (mit Keil), Sammelgel abtrennen und 
verwerfen, rechte obere Ecke etwas abschneiden  
 in den Transferpuffer legen 
 PVDF-Membran kurz mit Methanol benetzen und auch in den Transferpuffer 
legen, nicht mit dem Gel in Berührung kommen lassen! 
auf schwarzer Seite der Blotkassette den Aufbau beginnen  
 Schwamm 
 1 Whatman-Papier 
 Gel (! Seitenverkehrt !) 
 mit Methanol aktivierte Membran Luftblasen frei auflegen 
 1 Whatman-Papier 
 Schwamm 
3. Blot:  
 Kassette/n in Blotkammer spannen, dabei zeigt die schwarze Seite immer in 
Richtung der schwarzen Seite der Kammer 
 Eisblöcke einsetzen 
 Magnetfisch in Puffer geben und auf Magnetrührer stellen 
 1 h bei 100 V (ca. 250 mA) blotten (egal ob 1 oder 2 Gele) 
4. Blockierung unspezifischer Bindungstellen 
 von der hellen Seite aus oberes Blotpapier abnehmen und verwerfen 
 Banden des Markers und Ecken des Gels mit Kugelschreiber auf Membran 
übertragen 
 Membran mit Milchpulverlösung (Blotting grade, Roth, Karlsruhe, 5% in TBST) 
überdecken und 1-2 h auf dem Schüttler blockieren 
5. Primär-Antikörper 
 Antikörper in 5%iger Milchpulverlösung verdünnen (in einem 50 ml Röhrchen) 
 Membran, mit der Proteinseite nach innen weisend, in das Röhrchen legen 
 rotierend im Kühlraum (10°C) über Nacht inkubieren 
6. Waschen 
 Membran dreimal 5-10 min in TBST waschen 
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7. Sekundär-Antikörper  
 HRP-gekoppelten Antikörper in 5%iger Milchpulverlösung verdünnen (in 
einem 50 ml Röhrchen) 
 Membran, mit der Proteinseite nach innen weisend, in das Röhrchen legen 
 1 h bei Raumtemperatur rotierend inkubieren 
8. Waschen 
Membran dreimal 5-10 min in TBST waschen 
9. ECL  
 Membran auf Saranfolie legen und ECL-Reagenz Ace Glow (PeqLab, 
Erlangen) auftropfen 
 nach 1 Minute ablaufen lassen, Membran mit der Saranfolie abdecken und (a) 
in die Röntgenkassette kleben oder (b) direkt am Fusion SOLO (Vilbert-
Lourmat, Eberhardzell) dokumentieren (ohne Schritt 10) 
10. Dunkelkammer und Filmentwicklung 
 Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare, Freiburg) auflegen (Expositionzeit 
abhängig von der Probe und dem Antikörper) 
 1 min Entwickler (Kodak, Stuttgart) 
 kurz unter Wasser waschen 
 1 min Fixierer (Kodak, Stuttgart) 
 belichteten Film trocknen lassen und anschließend einscannen 
 
Zum Zweck der statistischen Auswertung des Chemilumineszenzsignals wurde 
manuell die Region von Interesse in Fiji bestimmt und mit Hilfe der Funktion 
Measurement, die durchschnittliche Intensität aller Grauwerte ermittelt. 
 
Lösungen: 
 
 Transferpuffer   3,03 g Tris, 14,4, g Glycin, 200 ml Methanol
     800 ml dH2O 
 10 x TBS    48,4 g Tris (200 mM), 175,4 g NaCl (1,5M)
     pH 7,6, auf 2 l mit dH2O 
 TBST     200 ml 10 x TBS, 800 ml dH2O,  
     2 ml Tween 20 
 Milchpulverlösung   5 g Milchpulver/100 ml TBST 
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Tabelle 2-9: Auflistung verwendeter Primär- und Sekundärantikörper für Western Blotting. 
Primärantikörper Ursprung Zielprotein Verdünnung Referenz 
Aktin C4 Maus pan-Aktin 1:1000 MP Biomedicals 
gp 63/64 Meerschweinchen IFC-2 1:1000 diese Arbeit 
MH33 Maus IFB-2 1:1000 Hybridoma Bank 
PEPT-1 Kaninchen PEPT-1 1:5000 (Benner et al, 2011) 
rb123 Kaninchen β-Aktin 1:2000 Sigma-Aldrich A-2060 
Sekundärantikörper 
(mit Fluorophor) Ursprung Zielprotein Verdünnung Referenz 
Rabbit-HRP Ziege Kaninchen IgG 1:7000 Dako 
Mouse-HRP Ziege Maus IgG 1:7000 Dako 
Guinea-HRP Kaninchen 
Meerschweinchen 
IgG 1:7000 Dako 
 
2.2.21 Coomassie-Färbung von SDS-Gelen 
 
Um Proteinbanden in einem SDS-Gel deutlich sichtbar zu machen, wird dieses mit 
Coomassie-Farbstoff (Serva Blue R, Serva Electrophoresis, Heidelberg) gefärbt. Als 
erstes wird das Gel hierzu für 30 min in eine Fixierlösung gegeben. Kurz vor 
Gebrauch mischt man jeweils 50 ml von Stocklösung I und II und färbt das Gel 
anschließend für 20 min. Für eine erste schnelle Entfärbung wird das Gel für 1-5 min 
in Entfärber I gegeben und anschließend so lange wie nötig in Entfärber II weiter 
entfärbt (Sichtkontrolle). Das Gel anschließend 2 x 5 Minuten in dH2O waschen und 
langsam trocknen. Die Größen der Proteinbanden können anhand des mitgelaufenen 
Standards bestimmt werden. 
Lösungen: 
Fixierer: 10 % Eisessig, 40 % EtOH (10 ml Eisessig/40 ml Ethanol/ 
50 ml dH2O) 
Stocklösung I: 0,2 % SERVA Blau R in 90 % EtOH (100 mg in 50 ml     
90 % Ethanol), Lösung ist für mehrere Monate bei RT 
stabil 
Stocklösung II: 20 % Essigsäure 
Entfärber I:   entspricht Fixierer 
Entfärber II:   10 % Eisessig, 20 % Ethanol 
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2.3 Zellbiologische Methoden 
 
2.3.1 C. elegans Stämme und ihre Haltung 
 
Die in dieser Arbeit verwendeten C. elegans Stämme wurden unter 
Standardbedingungen bei 15°C, 18°C, 20°C oder 24°C auf Agarplatten gehalten 
(Brenner, 1974), wobei der Uracil-bedürftige E. coli-Stamm OP50 als Nahrungsquelle 
diente. Eine Übersicht der verwendeten Stämme findet sich im Anhang (Tabelle 10-
2). 
 
2.3.2 Synchronisierung einer C. elegans-Population 
 
Eine gut bewachsene Platte mit vielen adulten Hermaphroditen wird mit 1 x PBS 
abgewaschen und die Flüssigkeit in ein Reaktionsgefäß überführt. Dieses wird bei 
2000 rpm für 2 min zentrifugiert, wodurch sich die Würmer am Boden ansammeln 
und der Überstand verworfen werden kann. Das Wurmpellet wird in 1 ml PBS und 
500 µl frisch angesetzter Synchronisierungslösung resuspendiert und für 7 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit werden die adulten Würmer lysiert, nicht 
aber die Embryonen, die durch ihre Eihülle aus Chitin geschützt sind. Es wird wieder 
für 2 min bei 2000 rpm zentrifugiert, der Überstand abgenommen und das Pellet mit 
den lebensfähigen Embryonen mit 1x PBS gewaschen. Nach einer weiteren 
Zentrifugation bei 2000 rpm für 2 min wird der Überstand bis auf etwa 150 µl 
abgenommen und das resuspendierte Pellet auf frische Agarplatten gegeben. 
Lösungen: 
 Synchronisierungslösung: 300 µl 13%ige NaOCl, 200 µl 4M NaOH 
 1 x PBS (pro Liter):  8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,42 g Na2HPO4,   
    0,27 g KH2PO4, pH 7,4 
 
2.3.3 Integration extrachromosomaler arrays 
 
Der Nachteil von extrachromosomalen transgenen Linien ist, dass sie keine 100%ige 
Transmission an die Nachkommen zeigen und desweiteren häufig Mosaiktiere 
aufweisen, die nicht in jeder Zelle transgen sind. Diese Nachteile sind für viele 
Experimentalansätze, wie Screens, fatal, so dass hierfür stabile transgene Stämme 
benötigt werden. Hierzu muss das extrachromosomale array eines transgenen 
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Stammes in das Genom integriert werden. Die ungerichtete Integration wurde im 
Rahmen dieser Arbeit durch UV-Bestrahlung, welche Strangbrüche im Genom 
verursacht, induziert. 
Zur Etablierung von stabilen transgenen Linien wurden zunächst fünf 10 cm Platten 
mit jeweils 30 L4-Tieren versehen und diese mit 300 J/m2 in einem UV Stratalinker 
1800 (Agilent Technologies, Waldbronn) bestrahlt. Nach drei Tagen bei 20°C wurden 
500 F1-Tiere von diesen Platten vereinzelt, die potentiell eine heterozygote 
Integration trugen und für weitere drei Tage bei 20°C inkubiert. Von der 
nachfolgenden Generation wurden jeweils zwei Individuen vereinzelt, die die 
potentielle Integration möglicherweise homozygot trugen. Wiederum die 
Nachkommen dieser insgesamt 1000 Einzeltiere wurden auf 100%iges Vorkommen 
des Transgens untersucht, was auf eine Integration des arrays schließen ließ. 
Nachdem sich die absolute Penetranz über mehrere Generationen bestätigt hatte, 
wurde der Stamm noch viermal mit dem Wildtyp gekreuzt um weitere mögliche 
Mutationen zu eliminieren. 
 
2.3.4 Generierung von C. elegans-Männchen und Verpaarung 
 
Um Kreuzungsexperimente mit C. elegans durchführen zu können, werden 
Männchen zur Verpaarung mit Hermaphroditen benötigt. Idealerweise wird nämlich 
bei der Befruchtung der Oozyten Fremdsperma des Männchens stets gegenüber 
dem Hermaphroditen-eigenen Sperma bevorzugt. Die Herstellung von Männchen 
kann im Labor relativ einfach über einen Hitzeschock induziert werden, aufgrund 
dessen es zu einer Häufung von nondisjunction-Ereignissen in der Meiose kommt 
und in der nachfolgenden Generation Männchen mit einem X0-Genotyp auftreten. 
Zur Induktion wurde eine Platte mit einigen L4-Larven für etwa 3-4 h bei 30°C 
inkubiert und anschließend bei 20°C gelagert. In der nachfolgenden Generation 
können die jungen Männchen an ihrer fächerförmigen Schwanzstruktur identifiziert 
und für Verpaarungen isoliert werden. Für diese setzte man zu einem L4-
Hermaphroditen jeweils 8 junge Männchen und inkubierte die Platte bei 20°C. Aus 
getrennt-geschlechtlich-befruchteten Oozyten entwickelten sich wiederum zu einem 
bestimmten Anteil Männchen, so dass eine permanente Männchen-Haltung möglich 
war. 
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2.3.5 Herstellung Agarose-beschichteter Objektträger und Deckgläser 
 
2.3.5.1 in vivo-Beobachtungen 
 
Für in vivo-Beobachtungen von Embryonen, Larven und Adulten werden Agarose-
beschichtete Objektträger benötigt. Dazu wird eine 2 bis 5%ige Agaroselösung (in 
dH2O) in der Mikrowelle aufgekocht und ein paar Tropfen auf einen Objektträger 
gegeben. Mit Hilfe eines zweiten aufgelegten Objektträgers wird die Agarose 
gespreizt. Nach Erhärten der Agarose werden die beiden Objektträger 
gegeneinander verschoben, wobei die Agaroseschicht an einem der beiden 
Objektträger haften bleibt. Die Individuen werden dann in 30 μl 1 x PBS auf die 
Agaroseschicht gegeben, überschüssiger Puffer entfernt, im Falle von Larven oder 
Adulten durch Zugabe von 4 µl Levamisol (1%) betäubt und mit einem Deckglas 
abgedeckt, welches mit Vaseline abgedichtet wird. Die Präparate wurden unter 
Nomarski-Optik und Fluoreszenz am Zeiss Apotome (Zeiss, Göttingen) ausgewertet. 
 
2.3.5.2 Mikroinjektion 
 
Für die Mikroinjektion werden Agarose-beschichtete Deckgläser benötigt. Hierfür wird 
eine 2-3%ige Agaroselösung in dH2O aufgekocht. Diese wird auf einem Deckglas 
gespreizt und mehrere Tage bis zur Austrocknung der Agarose bei Raumtemperatur 
inkubiert. 
 
2.3.6 Herstellung Polylysin-beschichteter Objektträger 
 
Für Antikörperfärbungen von Embryonen und präparierten Därmen werden Polylysin-
beschichtete Objektträger benötigt. Die positiv geladene Polylysinschicht bewirkt 
ionische Wechselwirkungen mit negativ geladenen Komponenten der Eihülle oder 
präparierten Organe, so dass diese auf dem Objektträger “festkleben“. 
Zur Herstellung Polylysin-beschichteter Objektträger wird folgendermaßen 
vorgegangen: 
  
 200 ml dH2O auf 60°C erwärmen 
 400 mg Gelatine hinzufügen und auf 40°C abkühlen lassen 
 40 mg CrK(SO4)2 x 12 H2O hinzugeben und gut vermischen 
 jeweils 1 ml dieser Lösung werden mit 1 mg Poly-L-Lysin gemischt 
 die Lösung für 12 h bei 4°C stehen lassen 
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Ein Tropfen der gebrauchsfertigen Polylysin-Lösung wird nun auf einen Objektträger 
verrieben und an der Luft trocknen gelassen. Die so hergestellten Objektträger sind 
über mehrere Wochen bei 4°C haltbar, müssen allerdings gegen Staub geschützt 
werden. 
 
2.3.7 Herstellung von Agarplatten für RNAi Experimente über feeding 
 
Für 750 ml werden in einem Erlenmeyerkolben 15 g Agar, 2,25 g NaCl und 2,0 g 
Pepton eingewogen und mit 750 ml dH2O aufgefüllt und autoklaviert. Sollte die 
Agarlösung erkalten, so kann sie in der Mikrowelle wieder erwärmt werden. Nach 
dem Autoklavieren werden 18,5 ml Lösung D, 0,75 ml Lösung C und 0,375 ml 
Lösung B hinzugegeben. Sobald der Kolben handwarm ist, werden 750 µl Lösung A, 
750 µl Ampicillin (Amp) mit einer Konzentration von 100 mg/ml, 750 µl Tetracyclin 
(Tet) mit einer Konzentration von 12,5 mg/ml und 1,5 ml 1 M IPTG hinzugegeben. 
Die Platten müssen gegossen werden, bevor der Agar erkaltet. Solange Lösung A, 
Amp und Tet nicht hinzugegeben wurden, kann die Lösung im 65°C-Schrank 
aufbewahrt werden. Die fertigen Platten können bei einer Lagerung im Kühlschrank 
(4°C) maximal 4 Wochen verwendet werden. 
Lösungen: 
Lösung A:  0,5 g Cholesterin auf 100 ml mit Ethanol auffüllen 
Lösung B:  11,08 g CaCl2 auf 100 ml mit dH2O auffüllen 
Lösung C:  24,65 g MgSO4x7H2O auf 100 ml mit dH2O auffüllen 
Lösung D:  108,3 g KH2PO4, 36,0 g K2HPO4 auf 1000 ml mit dH2O auffüllen 
 
2.3.8 Herstellung einer E. coli Über-Nacht-Kultur (ÜN-Kultur) 
 
In einem 50 ml Röhrchen werden LB-Medium mit Amp (100 mg/ml) und Tet (12,5 
mg/ml) im Verhältnis 1:1000 vorgelegt. Mit einer autoklavierten Pipettenspitze wird 
von einer LB-Amp-Platte eine Bakterien-Einzelkolonie gepickt und die Spitze im LB-
Medium abgeworfen. Alternativ kann auch aus einem Bakterien-Glycerolstock mit 
Hilfe einer Kanüle gepickt werden. Die Inkubation erfolgt bei 37°C über Nacht auf 
dem Schüttler. 
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2.3.9 Animpfen von feeding-Platten mit ÜN-Kultur 
 
Pro ml verwendete ÜN-Kultur werden 7 µl 1 M IPTG hinzu pipettiert, kurz gevortext, 
anschließend 200-300 µl auf die Platten pipettiert und über Nacht bei 
Raumtemperatur inkubiert. Für Doppel-knockdown-Experimente wurde zuvor die 
OD600 beider ÜN-Kulturen bestimmt, diese auf eine gleiche optische Dichte mit LB-
Medium mit Amp und Tet eingestellt und anschließend im gewünschten Volumen 1:1 
vermischt. Die fertigen Platten werden bei 4°C gelagert und können maximal 2 
Wochen verwendet werden. 
 
2.3.10 RNA-vermittelte-Interferenz (RNAi) über feeding 
 
RNAi kann über das Füttern spezieller RNaseIII-defizienter Bakterien (HT115, siehe 
Abschnitt 2.2.1) erfolgen. Diese Bakterien müssen die Zielsequenz in Form einer 
cDNA in einem speziellen Vektor (pPD129.36, siehe Abschnitt 2.2.3) tragen. Die 
cDNA ist von T7-Bindestellen flankiert. Werden die Bakterien auf Agarplatten mit 
IPTG gesetzt, so synthetisieren sie dsRNA der entsprechenden Zielsequenz. Möchte 
man nun die embryonale Funktion eines Gens herunterregulieren, so setzt man 
jeweils 10-20 L4-Larven auf die feeding-Platten, setzt diese nach 24 h einmal auf 
neue Platten um und kann weitere 24 h später eine Auswertung der abgelegten F1-
Embryonen durchführen. Falls die Herunterregulierung nicht zu einem embryonal 
letalen Phänotyp führt, setzt man die geschlüpften Larven nach spätestens 72 h ein 
weiteres Mal um und kann im weiteren Verlauf ebenfalls einen möglichen 
postembryonalen Phänotyp identifizieren. Möchte man dagegen nur die 
postembryonale Funktion eines Gens herunterregulieren, so kann man auch direkt 
mit Embryonen starten. Als Negativkontrolle verwendet man HT115-Bakterien, die 
lediglich mit dem Leervektor (ohne cDNA-Insert) transformiert wurden, und somit 
keinen spezifischen RNAi-Effekt hervorrufen dürften.  
Für RNAi über feeding wird die von der Arbeitsgruppe um Julie Ahringer am „The 
Wellcome CRC Institute, University of Cambridge, Cambridge, England“ erstellte und 
von Source BioScience LifeSciences (Berlin) vertriebene RNAi Bank genutzt. Sie 
enthält 16757 Klone und deckt etwa 72% des Genoms von C. elegans ab. Die PCR-
Fragmente der Gene wurden in die EcoRV Klonierungsstelle des Vektors L4440 
kloniert und anschließend in den E. coli Stamm HT115 transformiert. In Einzelfällen 
wurde ebenfalls auf, in unserem Labor hergestellte, Konstrukte zurückgegriffen. 
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2.3.11 RNA-vermittelte-Interferenz (RNAi) über Injektion 
 
Um in C. elegans mit Hilfe der RNAi Technik ein bestimmtes Gen auszuschalten, 
kann auch dsRNA in die Gonade injiziert werden. Für die Mikroinjektion diente das 
inverse Mikroskop Leica DM IRB, durch welches das Präparat auf dem Objekttisch 
frei zugänglich für die Injektionsnadel ist. Für die Injektionen werden spezielle Nadeln 
benötigt (GB 120 F-10, Science Products, Hofheim), die in einem Mikropipettenpuller 
(Sutter P-97; Science Products, Hofheim) fein ausgezogen werden. Die Nadeln 
werden mit einer fein ausgezogenen Glaspipette von hinten mit der dsRNA gefüllt 
und in den Halter eingespannt. L4-Larven oder junge Adulte mit wenig Embryonen im 
Uterus werden zunächst von der Agarplatte in einen Tropfen dH20 überführt. Hier 
werden sie von den E. coli gesäubert. Dann wird ein Wurm auf ein mit Agarose 
beschichtetes Deckglas gegeben, auf dem sich ein Tropfen Voltalef-Öl (10 S) 
befindet. Mit Hilfe einer an einer Pipette klebenden Wimper wird der Wurm auf die 
Agarose gedrückt, hierdurch teilweise dehydriert und somit immobilisiert. Nun wird 
das Deckglas auf dem Objekttisch fixiert und der Wurm bei 10-facher Vergrößerung 
in die Fokusebene des Mikroskops gebracht. Die Injektionsnadel wird mittels 
Mikromanipulator (Eppendorf, Hamburg) so justiert, dass sie sich in direkter Nähe der 
Gonade befindet und anschließend in den Wurm gestochen. Durch die 
angeschlossene Injektionsapparatur (FemtoJet, Eppendorf, Hamburg) kann nun 
unter Druck ein kurzzeitiges Ausströmen von dsRNA induziert werden. Nach 
beendeter Injektion wird der Wurm in einen Tropfen 1 x PBS gebracht, wo er 
rehydriert und wieder anfängt sich zu bewegen. Mit Hilfe einer fein ausgezogenen 
Glaspipette wird dieser aufgesaugt und auf eine frische Agarplatte überführt. Nach 
24 h werden die injizierten Tiere einmal umgesetzt und die nachfolgende Generation 
phänotypisch ausgewertet. 
 
2.3.12 Cry5B Intoxikation in C. elegans 
 
Die Cry5B Intoxikation erfolgt über das Füttern spezieller JM103 Bakterien (siehe 
Abschnitt 2.2.1), die einen pQE9 Vektor mit inseriertem Cry5B-Gen (siehe Abschnitt 
2.2.3) tragen. Durch IPTG wird die Expression der T5-Polymerase induziert und 
ermöglicht nun die Synthese des inserierten Gens. Auf diese Weise wird das PFT in 
den Fütterungbakterien selbst exprimiert und kann über die Nahrung von C. elegans 
aufgenommen werden. 
Die Herstellung von Cry5B-Platten ähnelt der von feeding-Platten (siehe Abschnitt 
2.3.7-2.3.9). So werden die benötigten Agarplatten auf die gleiche Weise, jedoch 
ohne Tetracyclin, hergestellt. Das Ansetzen der ÜN-Kultur erfolgt über das Picken 
aus einem Glycerolstock in LB-Medium mit Amp (100 mg/ml) im Verhältnis 1:1000, 
welches in einem 50 ml Röhrchen vorgelegt und anschließend ÜN bei 37°C auf dem 
Schüttler inkubiert wird. Pro ml verwendete ÜN-Kultur werden 7 µl 1 M IPTG hinzu 
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pipettiert, kurz gevortext, anschließend 200-300 µl auf die Platten pipettiert und über 
Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Die fertigen Platten können bei kühler Lagerung 
(4°C) maximal 2 Wochen verwendet werden. 
Nach Zugabe von Embryonen wurden die Platten bei einer Temperatur von 18°C 
inkubiert und die geschlüpften Tiere mindestens alle 72 h auf frische Cry5B-Platten 
umgesetzt. Als Negativkontrolle dienen JM103-Kontrollbakterien, die lediglich mit 
dem pQE9-Vektor, jedoch ohne Cry5B-Insert, transformiert wurden. 
 
2.3.13 Ermittlung der Körpergröße 
 
Zur Ermittlung der Körpergröße werden L4-Larven auf eine neue Platte gesetzt und 
für 24 h bei 20°C inkubiert. Dann werden die Würmer mit einer ausgezogenen 
Glaspipette auf ein Agarosepräparat übertragen und mit 4 µl 1%igen Levamisol 
betäubt. Anschließend werden am Zeiss Apotome Aufnahmen unter 2,5-facher 
Vergrößerung gemacht und diese in Fiji weiter ausgewertet. Hierzu zieht man jeweils 
eine Linie durch jedes Individuum und erhält über die Funktion Measurement eine 
Längenangabe in mm. Als Startpunkt wird dabei immer die anteriore Pharynxöffnung 
und als Endpunkt die posterior zulaufenden Schwanzspitze gewählt. Für die 
Bestimmung der Körperbreite wird ähnlich verfahren, in diesem Fall jedoch 
Aufnahmen mit 10-facher Vergrößerung verwendet und senkrecht zur Vulva 
gemessen. 
 
2.3.14 Bestimmung der Nachkommenschaft und embryonalen 
Letalität 
 
Zunächst werden Embryonen aus adulten Tiere präpariert, auf eine Platte gegeben 
und bei 18°C inkubiert. Sobald die geschlüpften Larven selbst wieder adult geworden 
sind, müssen diese nun gezählt, alle 24 h auf eine neue Platte umgesetzt und die 
abgelegten Nachkommen in Form von Embryonen und Larven notiert werden. Die 
alte Platte wird danach zusammen mit der neuen für weitere 24 h bei 18°C inkubiert. 
Anschließend wird auf der alten Platte die Anzahl der Embryonen gezählt, die nicht 
geschlüpft und somit letal sind. Mit der neuen Platte wird wieder, wie oben bereits 
beschrieben, verfahren. Diese Prozedur muss über die gesamte Lebensdauer der 
Ausgangstiere wiederholt werden. Am Ende wird anhand der Daten die 
durchschnittliche Anzahl an Nachkommen pro adultem Tier berechnet. Die 
embryonale Letalität ergibt sich hingegen aus dem Quotient der letalen Embryonen 
und den insgesamt abgelegten Embryonen. 
 
Material und Methoden 
53 
2.3.15 Ermittlung der larvalen Letalität und Generationszeit 
 
Begonnen wird mit einer definierten Anzahl an präparierten Embryonen, die auf eine 
neue Platte gegeben und bei 18°C inkubiert werden. Alle 24 h wird nun für jedes 
Individuum geprüft, ob dieses adult geworden oder vor Erreichen dieses Stadiums 
verstorben ist. Bei dieser Erhebung werden embryonale Letalität und nicht mehr 
auffindbare Würmer nicht berücksichtigt. Aus dem Quotient von letalen Larven und 
der Gesamtzahl ausgewerteter Tiere ergibt sich die larvale Letalität. Die 
durchschnittliche Generationszeit errechnet sich aus den jeweiligen Zeitspannen, die 
jedes Tier jeweils benötigt um adult zu werden. Werden Cry5B-Platten verwendet, so 
müssen die Würmer mindestens alle 72 h umgesetzt werden. 
 
2.3.16 Ermittlung der Lebensspanne 
 
Die Ermittlung der Lebensspanne beginnt mit einer definierten Anzahl an Tieren, die 
in Form von Embryonen auf eine Platte gegeben und bei 18°C inkubiert werden. 
Anschließend muss alle 24 h die Vitalität jedes Individuums überprüft und nicht mehr 
auffindbare Würmer zensiert werden. Lebende Tiere werden dabei aufgrund ihrer 
Fähigkeit zur Fortbewegung und Pumpbewegung des Pharynx kategorisiert und von 
den toten Tieren ohne diese Eigenschaften unterschieden. Um eine Verwechslung 
mit möglichen Nachkommen zu vermeiden, müssen die Tiere während des 
Ablegezyklus mindestens alle 48 h umgesetzt werden. Bei der Verwendung von 
Cry5B-Platten ist darüber hinaus auch eine Umsetzung in 72 h Intervallen zu 
beachten. Anhand der für jedes Individuum bestimmten Lebensdauer lässt sich nun, 
mit Hilfe von GraphPad Prism 5, die durchschnittliche Lebensspanne errechnen. 
 
2.3.17 Bestimmung des Fettgehalts durch Nilrot 
 
Nilrot ist ein lipophiler Farbstoff, der sich im Fettgewebe ansammelt und bei 
Bestrahlung mit UV-Licht rot fluoresziert. An Hand der Intensität der Fluoreszenz 
lässt sich eine qualitative Aussage über den Fettgehalt eines Wurmes und so über 
die Effizienz der Nahrungsaufnahme und/oder Nahrungsverwertung machen. Die 
Nilrot-Lösung wird auf 0,0005 µg pro ml verdünnt, auf den Bakterienrasen von 
Platten gegeben und über Nacht abgedunkelt bei Raumtemperatur inkubiert. Für 
Kontrollplatten wird statt der Nilrot-Lösung dH2O verwendet. Anschließend werden 
L4-Larven auf eine Platte gegeben und für 22 h über Nacht bei 20°C inkubiert. Dann 
werden die Würmer mit einer ausgezogenen Glaspipette auf ein Agarosepräparat 
übertragen und mit 4 µl 1%igen Levamisol betäubt. Anschließend werden 
Fluoreszenz-Aufnahmen unter 10-facher Vergrößerung am Zeiss Apotome gemacht 
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und diese in Fiji weiter ausgewertet. Hierzu wurde manuell die Fluoreszenz umfahren 
und mit Hilfe der Funktion Measurement, die durchschnittliche Intensität aller 
Grauwerte ermittelt. 
 
2.3.18 Immunhistologie 
 
2.3.18.1 Antikörperfärbung an Därmen und Embryonen 
 
Die Würmer werden direkt in 1 x PBS auf dem Polylysin-beschichteten Objektträger 
(siehe Abschnitt 2.3.6) mit einem Skalpell anterior oder posterior aufgeschnitten, so 
dass die inneren Organe freiliegen. Für die Antikörperfärbung von Embryonen 
werden diese zusammen mit einem Tropfen 1 x PBS auf Polylysin-beschichtete 
Objektträger überführt. Anschließend wird ein Deckglas aufgelegt, das Präparat 
durch Absaugen des Puffers etwas gequetscht und der Objektträger für etwa 10 min 
in flüssigen Stickstoff eingetaucht. Nun folgt die weitere Fixierung der Därme und 
Embryonen nach folgender Arbeitsanweisung: 
 Absprengen des Deckglases mit Hilfe eines Skalpells 
 10 min in Methanol (-20°C) 
 20 min in Aceton (-20°C) 
 5 min in 90% Ethanol (-20°C) 
 5 min in 60% Ethanol (-20°C) 
 5 min in 30% Ethanol (Raumtemperatur) 
 2 x 10 min in TBST waschen (Raumtemperatur) 
Während der Fixierung wird der primäre Antikörper in der gewünschten Verdünnung 
in Blockierlösung gegeben. Ein Tropfen der Antikörperlösung (45 µl) wird auf das 
Präparat gegeben und ein Deckglas luftblasenfrei aufgelegt. Die Inkubation erfolgt 
über Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer. Anschließend wird das Präparat für 10 
min in TBST gewaschen. Der sekundäre Antikörper (gekoppelt mit einem 
Fluoreszenzfarbstoff) wird 1:200 in Blockierlösung verdünnt, ein Tropfen (45 µl) auf 
das Präparat gegeben und ein Deckglas luftblasenfrei aufgelegt. Die Inkubation 
erfolgt für 2 h und 30 min bei Raumtemperatur. Anschließend wird wieder für 2 x 10 
min in TBST gewaschen. Nun wird ein Tropfen (16 µl) Mowiol auf das Präparat 
gegeben und mit einem Deckglas versiegelt. Dem Mowiol sind einige Kristalle 
DABCO (1,4-Diazabicyclo[2,2,2]octan) beigemischt, um ein Ausbleichen des Objekts 
bei Fluoreszenzanregung zu verhindern. Die luftdicht versiegelten Präparate können 
bei 4°C oder -20°C gelagert werden. Die Auswertung der Präparate erfolgte am 
konfokalen Lasermikroskop Zeiss LSM 710 (Zeiss, Göttingen). Die Präparate wurden 
in Schnittprojektionen variabler Anzahl aufgenommen, wobei die Schichtdicke 
zwischen 0,4 und 1,0 µm lag. Eine Übersicht der verwendeten Primär- und 
Sekundärantikörper ist in Tabelle 2-10 zu finden. 
Material und Methoden 
55 
Tabelle 2-10: Auflistung verwendeter Primär- und Sekundärantikörper für Immunhistologie. 
Primärantikörper Ursprung Zielprotein Verdünnung Referenz 
αGFP Kaninchen GFP/YFP/CFP 1:1000 Molecular Probes 
Aktin C4 Maus pan-Aktin 1:200 MP Biomedicals 
ATAD-3 Kaninchen ATAD-3 1:1000 (Hoffmann et al, 2009) 
DLG-1 Kaninchen DLG-1 1:400 (Segbert et al, 2004) 
ERM-1 Kaninchen ERM-1 1:400 (van Fürden et al, 2004) 
gp44 pep1 Meerschweinchen IFO-1 1:100 diese Arbeit 
gp44 pep2 Meerschweinchen IFO-1 1:100 diese Arbeit 
gp45 pep1 Meerschweinchen IFO-1 1:100 diese Arbeit 
gp45 pep2 Meerschweinchen IFO-1 1:100 diese Arbeit 
gp 63/64 Meerschweinchen IFC-2 1:100 diese Arbeit 
LET-413 Kaninchen LET-413 1:100 (Legouis et al, 2000) 
MH27 Maus AJM-1 1:10 Hybridoma Bank 
MH33 Maus IFB-2 1:100 Hybridoma Bank 
MICS-1 Meerschweinchen MICS-1 1:1000 (Hoffmann et al, 2012) 
PEPT-1 Kaninchen PEPT-1 1:100 (Benner et al, 2011) 
Sekundärantikörper 
(mit Fluorophor) Ursprung Zielprotein Verdünnung Referenz 
Rb C (A488) Ziege F(ab)2 
Kaninchen IgG 
(H+L) 1:200 Invitrogen A-11070   
Rb C-1 (A488) Ziege F(ab)2 
Kaninchen IgG 
(H+L) 1:200 Invitrogen A-11070   
Rb Cy3 (Cy3) Esel 
Kaninchen IgG 
(H+L) 1:200 Dianova 711-165-152 
Rb E-1 (A633) Ziege F(ab)2 
Kaninchen IgG 
(H+L) 1:200 Invitrogen A-21072   
Rb O (A647) Ziege 
Kaninchen IgG 
(H+L) 1:200 Invitrogen A-21245 
Mc B (A488) Ziege F(ab)2 Maus  IgG (H+L) 1:200 Invitrogen A-11017 
Mc B-1 (A488) Ziege Maus  IgG (H+L) 1:200 Invitrogen A-11029 
Mc Cy3 (Cy3) Esel Maus  IgG (H+L) 1:200 Dianova 715-166-150 
Mc D (A633) Ziege F(ab)2 Maus  IgG (H+L) 1:200 Invitrogen A-21053 
Mc P (A555) Ziege Maus  IgG (H+L) 1:200 Invitrogen A-21424 
Gp F (Cy3) Esel 
Meerschweinchen 
IgG (H+L) 1:200 Dianova 706-165-148 
Gp G (Dylight 488) Esel 
Meerschweinchen 
IgG (H+L) 1:200 Dianova 706-486-148 
 
 
 
 
Material und Methoden 
56 
2.3.18.2 Aktin-Färbung 
 
2.3.18.2.1 Aktin-Färbung an Därmen 
 
Soll eine Aktinfärbung erfolgen, wird eine alternative Formaldehyd-Fixierung 
vorgenommen. Die Würmer werden wieder direkt auf Polylysin-beschichteten 
Objektträgern aufgeschnitten, mit einem Deckglas versehen und in flüssigen 
Stickstoff gegeben. Das Deckglas wird mit einem Skalpell abgesprengt und auf den 
noch gefrorenen Objektträger wird 100 µl der Fixierlösung gegeben. Das Präparat 
wird mit einem Deckglas versehen und für 30 min bei -20°C inkubiert. Anschließend 
wird 2 x 10 min mit TBST gewaschen. Die Färbung wird anschließend nach dem 
normalen Protokoll (siehe Abschnitt 2.3.18.1) fortgeführt, wobei eine Färbung von 
Aktin wahlweise über Alexa-Fluor 488/546 gekoppeltes Phalloidin (1:25 in 
Blockierlösung) (Life Technologies, Karlsruhe) oder über einen entsprechenden 
Antikörper erfolgen kann. 
 
2.3.18.2.2 Aktin-Färbung an Embryonen 
 
Für die Aktinfärbung von Embryonen mittels Antikörper wird eine 
Formaldehydfixierung durchgeführt (siehe Abschnitt 2.3.18.2.1). Nach zwei 
zehnminütigen Waschschritten in TBST kann gemäß normalem Färbeprotokoll (siehe 
Abschnitt 2.3.18.1) fortgefahren werden. 
Soll jedoch eine Phalloidin-Färbung durchgeführt werden, so wird dieses bereits der 
Fixierlösung in einer 1:25 Verdünnung beigemischt. Nach der Fixierung und den 
beiden Waschschritten erfolgt zusätzlich ein weiterer Färbeschritt mit Phalloidin, 
welches 1:25 in Blockierlösung verdünnt wird. Nach einer Inkubation von 1 h bei 
Raumtemperatur und zwei weiteren zehnminütigen Waschschritten in TBST, folgt 
das normale Färbeprotokoll (siehe Abschnitt 2.3.18.1). 
 
Lösungen: 
TBST:    20 mM Tris/Cl pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,2 % Tween 20 
Blockierlösung:  1% BSA, 1% fettfreies Milchpulver, 0,02% Natriumazid,
 gelöst in TBST  
Mowiol:   5 g Mowiol in 20 ml 1 x PBS pH 7,4 lösen, 16 h rühren
    10 ml Glycerin zugeben, 16 h rühren und zu je 1 ml 
    aliquotieren, bei -20°C bis zum Gebrauch lagern 
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Fixierlösung:  pro Präparat: 
75 µl 75%iger Methanol, 10 µl 37%iges Formaldehyd und
 15 µl dH2O 
 bei Phalloidin-Färbung an Embryonen nur 11 µl dH2O 
und 4 µl Alexa Fluor-gekoppeltes Phalloidin 
 
2.3.19 EMS Mutagenese Screen 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Chemikalie Ethylmethansulfonat (EMS) 
verwendet, um ungerichtete Mutationen im C. elegans Genom hervorzurufen. EMS 
ist ein starkes Mutagen, welches in etwa 86% aller Mutationsereignisse zu 
Punktmutationen (etwa 82% Transitionen und 4 % Transversionen) und in etwa 13% 
der Fälle zu kleinen Deletionen (4 bp bis 18 kb) führt. In der angewendeten Art und 
Weise wirkt es mit einer Frequenz von 5x10-4, die einer Mutation pro 2000 Genloci 
pro haploiden Genom von C. elegans entspricht. Wird davon ausgegangen, dass C. 
elegans etwa 20000 Gene besitzt, so müssen in einem genomweiten Screen 1000 
haploide Genome mutagenisiert werden, damit jeder Lokus mindestens einmal 
mutagenisiert wird. Um möglichst viele Mutationsereignisse zu erhalten, sollte diese 
Zahl dagegen noch um ein Vielfaches höher liegen. 
In den, im Rahmen dieser Arbeit, durchgeführten Screens wurden 15-20 große 
Agarplatten (Ø 10 cm) mit möglichst vielen L4-Stadien benötigt, die mit M9-Puffer in 
ein 15 ml Röhrchen überführt, zweimal mit M9-Puffer gewaschen und schließlich in 
einem Endvolumen von 4 ml aufgenommen werden. Nach Zugabe von 20 µl EMS 
(Endkonzentration etwa 47 mM) wurden die Tiere taumelnd für 4 h bei 
Raumtemperatur inkubiert, die EMS-Lösung abgenommen und anschließend 
zweimal mit M9-Puffer gewaschen. Alle mit EMS kontaminierten Materialien und 
Lösungen mussten isoliert und in 3% KOH dekontaminiert werden. Die Tiere wurden 
auf 4-5 große Platten verteilt und für weitere 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. 
Anschließend mussten möglichst viele lebende L4-Larven auf mehrere große 
Agarplatten umgesetzt (mindestens 5 bei 100 Individuen pro Platte) und über Nacht 
bei 20°C inkubiert werden. Am nächsten Tag konnten 80 Platten mit jeweils vier adult 
gewordenen Tieren angesetzt und weiter bei 20°C inkubiert werden. Abhängig von 
der Menge an abgelegten Embryonen (F1-Generation) wurden die adulten Tiere nun 
in variablen Zeitintervallen jeweils auf eine neue Platte gesetzt, wobei die jeweiligen 
Ablegeplatten ebenfalls weiter bei 20°C inkubiert werden konnten. Insgesamt wurde 
diese Prozedur dreimal durchgeführt, so dass insgesamt drei konsekutive 
Ablegezeiträume mit einer Gesamtzahl von 240 Platten für die weitere Auswertung 
verwendet werden konnten. Um herauszufinden, ob zwei ähnliche Mutanten nicht 
durch das gleiche Mutationsereignis hervorgegangen sind, musste auf den jeweiligen 
Ablegeplatten eindeutig gekennzeichnet werden, von welchen Elterntieren diese 
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abstammten. Die Platten wurden nun so lange weiter inkubiert bis die F1-Tiere adult 
geworden sind und die F2-Generation zu schlüpfen begann. Zu diesem Zeitpunkt 
mussten nun die F1-Tiere vorsichtig von der Platte gepickt und dabei ihre jeweilige 
Anzahl notiert werden. Diese entsprach der Anzahl an mutagenisierten diploiden 
Genomen und lässt eine Aussage über die Sättigung des genomweiten Screens zu. 
Die F2-Generation wurde weiter bei 20°C inkubiert und gegebenfalls mit OP50 
nachgefüttert. Nach 2-3 Tagen konnten die Tiere am Fluoreszenzbinokular auf 
phänoytpische Veränderungen im intestinalen Fluoreszenzmuster untersucht und 
einzelne Mutanten auf neuen Platten isoliert werden. Diese mussten anschließend, 
zwecks Beseitigung weiterer Mutationen im Genom, mindestens viermal mit dem 
Ausgangsstamm rückgekreuzt werden. 
 
2.3.20 Lokalisierung von Mutationen durch SNP-Kartierung 
 
Zur Identifizierung der mutierten Gene, die zu den phänotypischen Veränderungen in 
den isolierten Mutanten führen, wurde die SNP-Kartierung (auch SNP-mapping 
genannt) verwendet. Diese Methode, bei der Mutationen mit Hilfe von Einzel-
Nukleotid-Polymorphismen (single nucleotide polymorphisms, SNPs), kartiert 
werden, wurde erstmals im Jahr 2001 von Wicks und Kollegen beschrieben (Wicks et 
al, 2001). Dies geschieht durch DNA-Sequenz-Polymorphismen zwischen Wildtyp 
Varietät Bristol (N2) und dem nah verwandten Hawaii-Stamm (CB4856), die als 
genetische Marker verwendet werden. Der Hawaii-Stamm weist dabei eine im 
Vergleich viel höhere aber uniform verteilte Anzahl dieser Marker auf. Knapp 3500 
von diesen SNPs wurden bereits als snip-SNPs identifiziert, da sie eine 
Restriktionsschnittstelle im Genom modifizieren. Die Genotypisierung dieses SNPs 
kann also über den Restriktionsverdau eines PCR-Produkts erfolgen, sofern dieses 
den Bereich des SNPs enthält. Nach einer Gelelektrophorese kann anschließend 
anhand des resultierenden Bandenmusters zwischen N2- und Hawaii-DNA 
unterschieden werden. 
 
2.3.20.1 Chromosomale SNP-Kartierung 
 
Zur Identifizierung des Chromosoms, welches eine Mutation oder eine andere 
genetische Veränderung, beispielsweise die Integration eines Transgens, trägt, 
wurde das in C. elegans bereits etablierte Kartierungssystem nach Davis und 
Kollegen durchgeführt (Davis et al, 2005). Dieses erlaubt gleichzeitig auch eine 
grobe subchromosomale Lokalisierung. Das System umfasst eine Auswahl von acht 
gleichmäßig verteilten SNPs pro Chromosom, die alle eine spezifische DraI-
Schnittstelle modifizieren (Abbildung 2-1). Für die resultierende Anzahl von 48 SNPs 
wurden entsprechende Primerpaare entworfen, die bei identischen PCR-
Bedingungen ein jeweils 300-500 bp großes PCR-Produkt amplifizieren. Da zur 
Material und Methoden 
59 
besseren Handhabung alle Reaktionsschritte in 96-Loch-PCR-Platten stattfinden 
sollten, wurde ein unkompliziertes und gleichzeitig effizientes System etabliert, 
welches mit Hilfe einer 8-Kanal-Pipette und einem 96-Pin-Replikator eine schnelle 
Durchführung der chromosomalen Kartierungsexperimente ermöglichte. 
 
 
Abbildung 2-1: Genetische Positionen der 48 SNPs in cM, die in dieser Arbeit zur 
chromosomalen Kartierung verwendet wurden. 
(A) Schematische Darstellung der jeweils 8 ausgewählten SNPs, die alle eine DraI-Schnittstelle modifizieren und 
gleichmäßig auf jedem Chromosom verteilt sind. Für die Amplifikation von 300-500 bp großen Abschnitten, die 
den jeweiligen SNP enthalten, wurden Primerpaare entworfen, die alle unter gleichen PCR-Bedingungen 
amplifizieren (Primersequenzen: siehe Tabelle 10-1). Entnommen und modifiziert aus (Davis et al, 2005). 
 
Zur Durchführung eines chromosomalen Kartierungsexperiments (Abbildung 2-2) 
wurde zunächst eine L4-Larve des zu untersuchenden mutanten Stammes mit acht 
Männchen des Hawaii-Stammes verpaart. Die aus der Verpaarung hervorgegangen 
heterozygoten Tiere wurden vereinzelt und deren Nachkommen schließlich für die 
Kartierung verwendet. Hierzu mussten jeweils 30 Tiere gepickt werden, die 
homozygot für den zu untersuchenden Phänotyp waren (im Weiteren als mutant 
bezeichnet) oder dieses Merkmal nicht trugen (im Weiteren als wildtypisch 
bezeichnet). Nach Überführung in zwei verschiedene mit 20 µl Lysepuffer gefüllte 
PCR-Gefäße, wurden diese für mindestens 30 min bei -80°C eingefroren und 
anschließend für 1 h bei 65°C lysiert. Nach Inaktivierung der enthaltenen Proteinase 
K bei 95°C für 15 min konnten die Lysate in getrennten PCR-Mastermixen verwendet 
werden. 
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Tabelle 2-11: Bestandteile des PCR-Mastermix für eine 96-Loch-PCR-Platte zur chromosomalen 
SNP-Kartierung. 
Lysat 20 µl 
10 x Taq-Puffer 52 µl 
dNTPs (10mM) 10,4 µl 
Taq-DNA-Polymerase 3,12 µl 
dH2O 424 µl 
 
Jeweils 9,8 µl der PCR-Mastermixe wurden nun in eine 96-Loch-PCR-Platte 
pipettiert, wobei jeweils im Wechsel immer eine Reihe mit DNA mutanter Tiere und 
eine Reihe mit wildtypischer DNA aufgetragen wurde (Abbildung 2-2). Die 
entworfenen Primerpaare waren vorab ebenfalls in eine weitere Mikrotiterplatte 
überführt worden, so dass jeweils zwei benachbarte 8-Loch-Reihen identische 
Amplimerpaare in einer Konzentration von je 10 pmol enthielten. Auf diese Weise 
waren die Primer von SNP-beinhaltenden DNA-Bereichen des Chromosoms I in den 
ersten beiden Reihen, die für Chromosom II in Reihe drei und vier usw. lokalisiert. 
Die Oligonukleotidpaare konnten daher einfach mit einem 96-Pin-Replikator in die 
vorbereiteten 96 PCR-Mastermixe gestempelt werden. Danach wurde die PCR-Platte 
mit einer Silikonmatte abgedeckt und die PCR-Reaktion gemäß Tabelle 2-12 
gestartet. 
 
Tabelle 2-12: Das verwendete PCR-Programm zur SNP-Kartierung. 
Schritte Temperatur Dauer 
1. Initiale Denaturierung 94°C 2 min 
2. Denaturierung der DNA 94°C 15 s 
3. Annealing der Primer 60°C 45 s 
4. Elongation  72°C 1 min 
5. Wiederholung der Schritte 2-4 (insgesamt 35 Zyklen) 
6. Finale Elongation 72°C 5 min 
7. Reaktionsende 4°C endlos 
 
Anschließend mussten die PCR-Produkte über Nacht bei 37°C mit DraI verdaut 
werden. Hierzu wurden jeweils 6 µl aus dem in Tabelle 2-13 aufgeführten Mastermix 
hinzugefügt und die Platte luftdicht mit einer Folie abgeklebt. Alternativ konnte diese 
Inkubation auch in einer PCR-Maschine durchgeführt werden, wobei man in diesem 
Fall eine Silikonmatte zur Abdeckung verwendete. 
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Tabelle 2-13: Bestandteile des Mastermix für den DraI-Restriktionsverdau im 96-Loch-Format 
zur SNP-Kartierung. 
10 x Tango-Puffer 160 µl 
DraI (50 U/µl) 10,4 µl 
dH2O 435 µl 
 
Nach Restriktionsende wurden jeweils 2 µl 10 x DNA-Probenpuffer hinzupipettiert 
und die DNA-Fragmente auf einem 2,5%igem Agarosegel aufgetrennt. Dabei wurden 
Proben mutanter und wildtypischer Tiere der jeweils gleichen PCR-Reaktion 
nebeneinander aufgetragen, so dass ein direkter Vergleich der Bandenmuster 
möglich war (Abbildung 2-2).  
 
 
Abbildung 2-2: Ablauf der chromosomalen SNP-Kartierung im 96-Loch-Format. 
Heterozygote F1-Tiere, die aus einer Verpaarung des zu untersuchenden Stammes mit polymorphen Hawaii-
Männchen, hervorgegangen sind, wurden vereinzelt und ihre Nachkommen jeweils zu 30 mutanten (blau) und 30 
wildtypischen (rot) Tieren gepoolt und lysiert. Diese Lysate wurden als Matrizen in zwei unabhängigen PCR-
Mastermixen ohne Primer eingesetzt und anschließend jeweils alternierend in eine Reihe der 96-Loch-PCR-Platte 
pipettiert. Die 96 Oligomere wurden bereits paarweise in eine Mikrotiterplatte pipettiert, so dass jeweils zwei 
benachbarte 8-Loch-Reihen die identischen Primerpaare des jeweiligen Chromosoms enthielten. Mit einem 96-
Pin-Replikator konnten diese Primer nun in die Mastermix-Platte gestempelt werden. Nach der PCR und dem 
DraI-Restriktionsverdau, erfolgte eine Auftrennung der DNA-Fragmente durch Gelelektrophorese. Um einen 
direkten Vergleich zwischen mutanter und wildtypischer Probe zu ermöglichen, wurden die jeweiligen Matrizen 
aus identischen PCR-Reaktionen nebeneinander aufgetragen. Entnommen und modifiziert aus (Davis et al, 
2005). 
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Die chromosomale Zuordnung erfolgte nun nach dem folgenden Schema: Ein 
nichtgekoppeltes Merkmal konnte daran erkannt werden, dass die 30 mutanten und 
wildtypischen Tiere für dieses Chromosom jeweils Wildtyp- und Hawaii-DNA mit 
gleicher Häufigkeit aufwiesen, da die entsprechenden Banden in identischer Stärke 
amplifiziert worden sind. Dies kommt durch die statistisch gleichmäßige Verteilung 
von N2- und Hawaii-Chromosomen in einem entsprechend großen Pool von 
Genomen zustande, die aus der Verpaarung hervorgegangen sind. Ein Chromosom 
mit der Mutation zeigt dagegen in den gepoolten mutanten Tieren deutlich stärkere 
N2- als Hawaii-Banden, da die Mutation im N2-Hintergrund generiert wurde und die 
homozygote Mutation das Selektionsmerkmal war. Außerdem konnte bereits eine 
grobe subchromosomale Lokalisierung erfolgen, denn je näher ein SNP am Lokus 
der Mutation liegt, desto stärker prägt sich der Unterschied in der Bandendicke aus. 
Dies basiert darauf, dass homologe Rekombinationsereignisse zwischen N2- und 
Hawaii-Genom in der Nähe der Mutation mit einer verringerten Wahrscheinlichkeit 
auftreten. 
 
2.3.20.2 Subchromosomale Intervall-Kartierung 
 
Zur weiteren Eingrenzung des mutanten Lokus wurde die sogenannte Intervall-
Kartierung (auch subchromosomales SNP-mapping genannt) durchgeführt. Bei 
dieser nähert man sich dem Lokus durch sukzessive Verkleinerung des, in Frage 
kommenden, genomischen Bereichs und verwendet hierzu das bereits beschriebene 
Prinzip zum Nachweis von snip-SNPs. Durch die Genotypisierung von benachbarten 
SNPs kann der Bereich mit der genetischen Veränderung immer weiter verkleinert 
werden. Im Gegensatz zur chromosomalen Kartierung wird jedoch nicht die gepoolte 
DNA von jeweils 30 Tieren analysiert, sondern die Genotypen von mutanten F2-
Individuen. Auf diese Weise können viele Einzeltiere identifiziert werden, die ein 
homologes Rekombinationsereignis, also Hawaii-SNPs, in der Nachbarschaft der 
Mutation aufweisen. Diese werden im nächsten Schritt für weitere SNPs innerhalb 
des ermittelten Intervalls untersucht. Dabei gilt generell, dass sich die Anzahl der 
rekombinanten Linien mit Hawaii-DNA immer weiter reduziert, je näher sich der 
untersuchte SNP in der Nähe der Mutation befindet, da eine Rekombination in 
diesem Bereich ohne Verlust des mutanten Phänotyps unwahrscheinlicher wird. 
Liegen die Orte der Rekombination näher an der Mutation als der untersuchte SNP, 
konnte somit eine Verkleinerung des Mutations-tragenden Intervalls erfolgen. 
Limitiert wurde diese Eingrenzung schlussendlich durch das Fehlen von 
rekombinanten Linien und geeigneter SNPs, die eine weitere Annäherung unmöglich 
machten.  
Auch für die Intervall-Kartierung wurde bereits von Davis und Kollegen ein System im 
96-Loch-Format etabliert (Davis et al, 2005), welches ebenfalls im Rahmen dieser 
Arbeit verwendet wurde (Abbildung 2-3). Hierzu wurden 96 mutante F2-Tiere, die aus 
einer Verpaarung mit Hawaii-Männchen hervorgegangen sind, vereinzelt und für 
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etwa eine Woche bei 20°C inkubiert bis dichte, annähernd verhungerte Populationen 
vorlagen. Jede Platte wurde nun vorsichtig mit 300 µl Wasser abgewaschen und je 
100 µl der Wurmlösung in ein Loch der 96-Loch-Platte pipettiert. Für spätere 
Kontrollen, beispielsweise wenn versehentlich ein nichtmutanter Wurm in der F2 
gepickt wurde, konnten die Platten anschließend bei 15°C weiter aufbewahrt werden. 
Die 96-Loch-Platte musste anschließend für mindestens 15 min auf Eis inkubiert 
werden, so dass die Würmer unbeweglich wurden und auf den Boden absanken. 
Anschließend wurden 55 µl des Überstands abgenommen, 15 µl 4 x Lysepuffer pro 
Loch hinzugefügt und die Platte bei -80°C mindestens über Nacht eingefroren. Vor 
der, bereits in Abschnitt 2.3.20.1, beschriebenen Lyse werden zusätzlich je 1 µl 
Proteinase K (10 mg/ml) zugefügt. Die erzeugten 96 PCR-Matrizen wurden bis zu 
ihrer Verwendung bei -80°C gelagert und dann mit Hilfe des 96-Pin-Replikators in die 
vorbereiteten PCR-Ansätze der 96-Loch-Platte überstempelt, in denen jeweils 9,8 µl 
des PCR-Mastermixes (Tabelle 2-14) vorgelegt waren. 
 
Tabelle 2-14: Bestandteile des PCR-Mastermix für eine 96-Loch-PCR-Platte zur 
subchromosomalen SNP-Kartierung. 
Oligomer vorwärts 2 µl 
Oligomer rückwärts 2 µl 
10 x Taq-Puffer 100 µl 
dNTPs (10mM) 20 µl 
Taq-DNA-Polymerase 6 µl 
dH2O 850 µl 
 
Die PCR lief nach dem bereits beschriebenen Protokoll ab (Tabelle 2-12). In 
Einzelfällen musste jedoch die Annealing-Temperatur auf 58°C reduziert werden. 
Zunächst wurden die SNPs des chromosomalen Kartierungsexperiments untersucht, 
die gemäß der Verteilung von N2- und Hawaii-DNA, am nächsten an der Mutation 
lagen. Der anschließende DraI-Verdau erfolgte nach dem bereits in Abschnitt 
2.3.20.1 beschriebenen Schema und die resultierenden DNA-Fragmente wurden in 
einem 2,5 %igen Agarosegel aufgetrennt. Als jeweilige Kontrollen wurden außerdem 
identisch behandelte reine N2-DNA, reine Hawaii-DNA und ein Mix aus beiden 
aufgetragen. Rekombinante Individuen konnten an der Präsenz von Hawaii-Banden 
identifiziert werden und es konnte eine erste Einschränkung des Intervalls erfolgen. 
Durch die Genotypisierung weiterer SNPs innerhalb dieses Intervalls konnte dieses 
noch weiter eingegrenzt werden. Hierzu wurden entsprechende snip-SNPs aus 
Datenbanken von Erik Jorgensen ausgewählt und Oligonukleotide für einen, den 
SNP einschließenden Bereich, entworfen (Tabelle 2-3). Nach einer PCR und einem 
entsprechenden Restriktionsverdau (Übersicht der verwendeten Restriktionsenzyme: 
Tabelle 2-7) erfolgte erneut die Analyse und weitere Einschränkung des Intervalls. 
Die sukzessive Annäherung an die genetische Position der Mutation erfolgte dabei 
parallel mit der Identifizierung von weiteren Rekombinanten. Konnte keine weitere 
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Eingrenzung des Intervalls mehr erfolgen, so erfolgte die Analyse der verbliebenen 
Genkandidaten über eine Kombination aus genomischer Sequenzanalyse und RNAi-
Experimenten. 
 
 
Abbildung 2-3: Ablauf der subchromosomalen SNP-Kartierung im 96-Loch-Format. 
Anders als bei der chromosomalen SNP-Kartierung wurden für die Intervall-Kartierung möglichst viele 
rekombinante Linien benötigt. Hierzu verpaarte man mutante Hermaphroditen mit Hawaii-Männchen und 
vereinzelte anschließend die Tiere der resultierenden F1 Generation. Deren mutante Nachkommen wurden 
erneut auf mindestens 96 Platten vereinzelt und so lange inkubiert bis überall eine dichte Population vorlag. Diese 
F3-Tiere wurden vorsichtig abgewaschen, in jeweils ein Loch der 96-Loch-Platte überführt und lysiert. Die 96 
Wurm-Lysate konnten nun als Matrizen verwendet werden, indem sie mit Hilfe eines 96-Pin-Replikators in die 
vorbereiteten PCR-Mastermixe der 96-Loch-PCR-Platten übergestempelt wurden. In einem ersten Schritt erfolgte 
zunächst die Genotypisierung der SNPs, die bereits bei der chromosomalen Kartierung die stärkste Kopplung mit 
der Mutation zeigten. Hierdurch konnten rekombinante Linien identifiziert werden, die in Nachbarschaft zur 
Mutation Hawaii-DNA aufwiesen. Dabei gilt generell, dass sich die Anzahl der rekombinanten Linien mit Hawaii-
DNA immer weiter reduziert, je näher sich der untersuchte SNP in der Nähe der Mutation befindet, da eine 
Rekombination in diesem Bereich ohne Verlust des mutanten Phänotyps unwahrscheinlicher wird. Liegen die 
Orte der Rekombination näher an der Mutation als der untersuchte SNP, konnte eine Verkleinerung des 
Mutations-tragenden Intervalls erfolgen. Durch die Genotypisierung weiterer SNPs in diesem eingeschränkten 
Intervall, kann eine sukzessive Verkleinerung des Mutation-tragenden DNA-Abschnitts erfolgen. Entnommen und 
modifiziert aus (Davis et al, 2005). 
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Phänotypische Charakterisierung des Intestinal Filament Organizer 
Allels ifo-1(kc2) 
 
Intermediärfilamente (IFs), Aktinfilamente (AFs) und Mikrotubuli (MT) sind die 
Hauptkomponenten des Zytoskeletts. Neben ihrer unterschiedlichen strukturellen und 
funktionellen Eigenschaften, bilden sie ein funktionell abgeschlossenes Netzwerk, 
welches in viele wichtige zelluläre Prozesse wie etwa Zellteilung, Zellmigration und 
insbesondere Zellpolarität involviert ist. 
IFs bilden widerstandsfähige zugleich aber auch flexible Filamente, die Zellen gegen 
mechanischen Stress schützen, wenngleich eine Reihe anderer Funktionen, wie die 
Regulierung von Zellwachstum, Zelltod und die Reaktion auf andere nicht-
mechanische Stressarten bereits beschrieben wurden (Kim & Coulombe, 2007; 
Toivola et al, 2010). Abhängig vom Zelltyp und Zellzyklus sind IFs unterschiedlich 
angeordnet. So bilden sie etwa in Zellkultur dichte dreidimensionale Netzwerke, dicke 
Bündel in Keratinozyten und Neuronen, Granula in mitotischen Zellen oder aber 
dichte fibröse Schichten unterhalb des apikalen Terminalgeflechts in Enterozyten 
(Iwatsuki & Suda, 2010). Wie diese unterschiedliche Organisation von IFs 
ausgebildet und aufrechterhalten wird ist bislang noch nicht geklärt. 
Der Darm von C. elegans ist charakterisiert durch die Nematoden-spezifische 
elektronendichte und IF-reiche endotube (Bossinger et al, 2004; Munn & Greenwood, 
1984). Zur Identifizierung und Analyse molekularer Regulatoren für die hoch-
spezifische subzelluläre Anreicherung im Darm, wurde ein EMS Mutagenese Screen 
mit einem IFB-2::CFP Reporter durchgeführt, der exklusiv in der endotube lokalisiert 
(Hüsken, 2008). Zwei der isolierten Allele (kc2 und kc3) führen zu einer 
Fehllokalisierung von IFB-2 und IFC-2 an CeAJ und zu zytoplasmatischen 
Aggregaten, weshalb in der Folge das betroffene Gen F42C5.10 als Intestinal 
Filament Organizer (IFO-1) bezeichnet wird (Carberry et al, 2012; Hüsken, 2008; 
Wiesenfahrt, 2010). 
Ein Ziel dieser Arbeit war es, eine phänotypische Charakterisierung des ifo-1(kc2) 
Allels durchzuführen, in dessen Rahmen folgende Schwerpunkte gesetzt wurden: (1) 
Untersuchung der Auswirkungen fehlerhafter Organisation des Zytoskeletts auf 
physiologische Prozesse und (2) Funktionelle Beeinflussung intestinaler 
Mitochondrien als mögliche Ursache. (3) Analyse der Expressionsmuster von IFB-2 
und Aktin, (4) Evaluierung der Rolle von ACT-5 in Bezug auf die Lokalisierung von 
IFO-1 und IFB-2, (5) Überprüfung eines möglichen Zusammenhangs zwischen 
reduzierter und/oder falsch lokalisierter Zytoskelett-Komponenten und 
Zelladhäsionsdefekten. 
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3.1.1 Das Fehlen von IFO-1 führt zu einer reduzierten Körpergröße, einer 
verringerten Nachkommenschaft, einem erhöhten larvalen Arrest, 
einer verlängerten Generationszeit und einer reduzierten 
Lebensspanne 
 
In Säugetieren führt die Ausschaltung von Keratinen zu einer reduzierten Aufnahme 
von Glukose als Folge eines wenig effizienten Einbaus von Glukose-Transportern in 
die apikale Plasmamembran embryonaler Epithelien, die zu einer andauernden 
Wachstumshemmung führt (Vijayaraj et al, 2009). Auch die apikale Membran des 
Darmepithels ist für die Aufnahme von Nährstoffen aus dem Lumen hoch 
spezialisiert. Gleichzeitig wird über sie auch die Sekretion von Verdauungsenzymen 
geregelt. Das Fehlen eines korrekt ausgebildeten Zytoskeletts könnte somit auch 
einen Effekt auf den polaren Vesikeltransport in den Enterozyten haben, weshalb in 
diesem Abschnitt ausführlich auf physiologische Defekte in ifo-1(kc2) Tieren 
eingegangen wird. 
Während der Wildtyp (N2) eine durchschnittliche Körperlänge von 1,24 mm aufweist 
(1,24±0,09 mm, n=64), erreichen ifo-1(kc2) Tiere mit 1,17 mm eine etwa 6% 
geringere Körperlänge (1,17±0,13 mm, n=144, p<0,0001, Abbildung 3-1 A). Die 
Körperbreite ist in den Mutanten um mehr als 20% reduziert. Sie erreicht in diesen 
einen Wert von 61,99 µm, während beim Wildtyp eine Körperbreite von 80,04 µm 
gemessen werden konnte (N2: 80,04±0,89 µm, n=33 vs. ifo-1(kc2): 61,99±4,10 µm, 
n=41, p<0,0001, Abbildung 3-1 B). Im Vergleich zum Wildtyp (238±40, n=54) legt das 
adulte ifo-1(kc2) Tier nur etwa ein Drittel der Nachkommen (84±36, n=51, p<0,0001, 
Abbildung 3-1 C). Gleichzeitig kann jedoch keine erhöhte embryonale Letalität 
detektiert werden (N2: 1,39%, n=77/5544 vs. ifo-1(kc2): 1,31%, n=26/1989). Aus 
diesem Grund kann geschlussfolgert werden, dass die Veränderungen des 
Darmepithels wahrscheinlich erst ab der larvalen Entwicklung einen physiologischen 
Effekt zeigen, der beispielsweise in einer reduzierten Nachkommenschaft resultiert, 
während die embryonale Entwicklung nicht terminiert.  
Diese These wird bei Betrachtung der larvalen Arrestrate und der Generationszeit, 
also der Zeit, die ein Embryo bis zum Erreichen des adulten Stadiums braucht, weiter 
gestützt. So kann in ifo-1(kc2) eine larvale Letalität in Höhe von fast 40% beobachtet 
werden, die im Wildtyp nicht auftrat (N2: 0%, n=0/235 vs. ifo-1(kc2): 38,52±2,10%, 
n=52/132, p<0,0001, Abbildung 3-1 D). Während dieser im Durchschnitt nach etwa 
drei Tagen adult wird (3,22±0,41 Tage, n=189), braucht die ifo-1(kc2) Mutante im 
Durchschnitt zwei Tage länger (5,46±0,76 Tage, n=63, p<0,0001, Abbildung 3-1 E).  
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Abbildung 3-1: ifo-1(kc2) Tiere weisen ein vermindertes Längen- und Breitenwachstum, eine 
verringerte Nachkommenschaft, einen erhöhten larvalen Arrest, eine verlängerte 
Generationszeit und eine reduzierte Lebensspanne auf. 
(A) Wildtypische Tiere (N2) erreichen eine durchschnittliche Körperlänge von 1,24 mm (1,24±0,09 mm, n=64). Im 
Vergleich hierzu sind ifo-1(kc2) Tiere mit 1,17 mm etwa 6% kürzer (1,17±0,13 mm, n=144, p<0,0001). (B) Die 
Körperbreite ist in den Mutanten sogar um mehr als 20% reduziert. Sie erreicht in diesen einen Wert von 61,99 
µm, während der Wildtyp eine Körperbreite von 80,04 µm aufweist (N2: 80,04±0,89 µm, n=33 vs. ifo-1(kc2): 
61,99±4,10 µm, n=41, p<0,0001). (C) Der Wildtyp legt mit durchschnittlich 238 Embryonen (238±40, n=54) etwa 
dreimal mehr Nachkommen als ifo-1(kc2) (84±36, n=51, p<0,0001). (D) Außerdem kann eine larvale Letalität von 
fast 40% beobachtet werden, die im Wildtyp nicht auftrat (N2: 0%, n=0/235 vs. ifo-1(kc2): 38,52±2,10%, 
n=52/132, p<0,0001). (E) Während der Wildtyp im Durchschnitt nach etwa drei Tagen adult (3,22±0,41 Tage, 
n=189) wird, braucht die ifo-1(kc2) Mutante zwei Tage länger (5,46±0,76 Tage, n=63, p<0,0001). (F) Im ifo-1(kc2) 
Hintergrund kann eine deutlich reduzierte mittlere Lebensspanne von 11,5 Tagen (n=26) im Vergleich zum 
Wildtyp beobachtet werden, der im Durchschnitt 2,5 Tage länger lebt (n=46, p<0,01). Fehlerindikatoren 
repräsentieren Standardabweichungen der jeweiligen Mittelwerte (SD). 
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Die Lebensspanne ist ein guter Anhaltspunkt für den Grad der physiologischen 
Defekte in Mutanten, da sie von einer Vielzahl von Faktoren ab der Befruchtung der 
Oozyte durch das Spermium beeinflusst wird und somit in ihrer Gesamtheit flexibel 
ist. Zugleich erfordert sie aber, wie im Übrigen bei jeder Untersuchung von 
physiologischen Defekten, absolut gleiche Kultivierungsbedingungen. Unter 
Berücksichtigung bisheriger Ergebnisse ist es nicht weiter überraschend, dass im ifo-
1(kc2) Hintergrund eine deutlich reduzierte mittlere Lebensspanne von 11,5 Tagen 
(n=26) im Vergleich zum Wildtyp (N2) mit 14 Tagen beobachtet werden kann (n=46, 
p<0,01, Abbildung 3-1 F). 
Zusammengefasst weisen ifo-1(kc2) Tiere gravierende physiologische Defekte auf. 
Im weiteren Verlauf sollte nun näher im Detail untersucht werden, welche Faktoren 
an der Ausprägung dieser Phänotypen beteiligt sind. 
 
3.1.2 Der Verlust von IFO-1 führt zu einem reduzierten Fettgehalt in den 
Enterozyten 
 
Der Darm ist das zentrale Verdauungsorgan in C. elegans und stellt im Rahmen der 
Nahrungsverwertung sogenannte Dotterproteine her, die schließlich in den Oozyten 
eingelagert werden. Da ifo-1(kc2) Tiere eine stark reduzierte Anzahl an 
Nachkommen aufweisen, sollte daher der Fettgehalt in den Darmzellen möglichst 
gleicher Stadien durch eine Nilrot-Färbung in vivo analysiert werden. Es handelt sich 
hierbei um einen lipophilen Farbstoff, der sich im Fettgewebe ansammelt und bei 
Bestrahlung durch UV-Licht Licht im roten Spektrum emittiert (Greenspan et al, 
1985). Bereits bei Betrachtung der Aufnahmen kann in den Mutanten eine deutlich 
unregelmäßigere Färbung beobachtet werden als im Wildtyp (N2) (Abbildung 3-2 A-
B´). Führt man eine Quantifizierung dieser Fluoreszenz durch so ergibt sich auch 
hinsichtlich der Intensität eine deutliche Verringerung des Fettgehalts (Abbildung 3-2 
C). Dieser beträgt im ifo-1(kc2) Hintergrund nur etwa 84% des Wertes, der im Wildtyp 
ermittelt werden konnte (N2: 534,48±125,73, n=77 vs. ifo-1(kc2): 449,32±147,91, 
n=67, p<0,0001). 
Die Reduktion des intestinalen Fettgehalts kann somit als mögliche Ursache für eine 
Vielzahl der beobachteten physiologischen Defekte, insbesondere in Bezug auf die 
reduzierte Nachkommenschaft, angesehen werden. Es bleibt jedoch zu klären, ob 
diese durch eine fehlerhafte Nahrungsaufnahme und/oder Nahrungsverwertung 
verursacht wird. 
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Abbildung 3-2: Der Verlust von IFO-1 führt zu einem reduzierten Fettgehalt der Enterozyten.  
(A-B´) Durch eine Nilrot-Färbung wurde in vivo der Fettgehalt in den Darmzellen analysiert. Bereits bei 
Betrachtung der Aufnahmen kann in den Mutanten eine deutlich unregelmäßigere Färbung beobachtet werden 
als im Wildtyp. (C) Eine Quantifizierung dieser Fluoreszenz ergibt auch hinsichtlich der Intensität eine deutliche 
Verringerung des Fettgehalts. Dieser beträgt im ifo-1(kc2) Hintergrund nur etwa 84% des Wertes, der im Wildtyp 
ermittelt werden konnte (N2: 534,48±125,73, n=77 vs. ifo-1(kc2): 449,32±147,91, n=67, p<0,0001). Eichstriche 
entsprechen 100 µm. Fehlerindikatoren repräsentieren Standardabweichungen der jeweiligen Mittelwerte (SD). 
 
3.1.3 Der Verlust von IFO-1 beeinflusst die Verteilung des 
mitochondrialen triple AAA Proteins ATAD-3 und seines 
Bindungspartners MICS-1 
 
Es sollte nun untersucht werden, ob der reduzierte Fettgehalt in den Darmzellen von 
ifo-1(kc2) Tieren auch mit einem gestörten Energiehaushalt einhergeht. Ein idealer 
Kandidat zur Untersuchung der Funktionalität von Mitochondrien ist die bereits 
ausführlich in C. elegans beschriebene mitochondriale ATPase mit AAA Domänen 
Homolog (ATAD-3), die wie das Vertebraten-Ortholog ATAD3 eine konservierte AAA 
(ATPases associated with a variety of cellular activities) Domäne besitzt und für eine 
normale mitochondriale Morphologie und Aktivität benötigt wird. atad-3 Mutanten 
zeigen einen reduzierten Komplex I und verringerte Citrat-Synthese-Aktivität. 
Interessanterweise ist das an der inneren Mitochondrienmembran lokalisierende 
ATAD-3 auch für eine korrekte larvale Entwicklung unentbehrlich (Addo et al, 2010; 
Hoffmann et al, 2009). 
Beim Vergleich der Immunfluoreszenzaufnahmen mit einem polyklonalen ATAD-3 
Antikörper an präparierten Därmen, kann eine deutliche Abnahme des Signals in ifo-
1(kc2) Tieren beobachtet werden (Abbildung 3-3 A-B). Während ATAD-3 im Wildtyp 
(N2) uniform im Zytoplasma und verstärkt an der apikalen Membran lokalisiert, 
kommt es zu einem kompletten Verlust dieser Organisation in den Mutanten. Eine 
abschließende Quantifizierung des Signals ergibt eine extreme Abnahme von mehr 
als 40% (N2: 36299,94±11037,67, n=15 vs. ifo-1(kc2): 21298,23±3232,79, n=20, 
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p<0,001, Abbildung 3-3 C), die wahrscheinlich zu den physiologischen Defekten 
beiträgt. 
 
 
Abbildung 3-3: Die mitochondriale ATPase mit AAA Domänen Homolog ATAD-3 ist in den 
Enterozyten von ifo-1(kc2) Tieren deutlich reduziert. 
Zur Überprüfung eines möglichen Zusammenhangs von reduziertem Fettgehalt in den Darmzellen von ifo-1(kc2) 
Tieren und einem gestörten Energiehaushalt, wurde die Expression der mitochondrialen ATPase mit AAA 
Domänen Homolog (ATAD-3) untersucht. Immunfluoreszenzaufnahmen an präparierten Därmen zeigen eine 
deutliche Abnahme des Signals in ifo-1(kc2) Tieren (B). Während ATAD-3 im Wildtyp (N2) uniform im Zytoplasma 
und verstärkt an der apikalen Membran lokalisiert (A), kommt es in den Mutanten zu einem kompletten Verlust 
dieser Organisation (B). Die Quantifizierung des Signals (C) ergibt eine extreme Abnahme von mehr als 40% (N2: 
36299,94±11037,67, n=15 vs. ifo-1(kc2): 21298,23±3232,79, n=20, p<0,001), die wahrscheinlich eine Ursache für 
die physiologischen Defekte in den mutanten Tieren ist. Eichstriche entsprechen 20 µm. Fehlerindikatoren 
repräsentieren Standardabweichungen der jeweiligen Mittelwerte (SD). 
 
Die Funktionsweise von IFs bezüglich der Lokalisierung und Funktionalität von 
Mitochondrien ist bislang nicht abschließend geklärt. Ein wichtiger Hinweis für eine 
existierende Verbindung konnte jedoch in Desmin-Null-Mäusen gefunden werden 
(Capetanaki, 2002; Paulin & Li, 2004), die Herz- und Gefäßläsionen sowie dilatierte 
Kardiomyopathie und skeletale Myopathie entwickeln (Li et al, 1996; Milner et al, 
1996). In den betroffenen Tieren konnte ebenfalls eine veränderte Morphologie, 
intrazelluläre Verteilung und eine progressive Degenerierung der Matrix von 
Mitochondrien identifiziert werden (Capetanaki, 2002; Milner et al, 2000; Paulin & Li, 
2004). Auch in menschlichen Hepatozyten kann ohne Keratin bzw. mit 
fehlgebildetem Keratin eine signifikante Verkleinerung der Mitochondrien, sowie in K8 
defizienten Lebern ein geringerer ATP-Haushalt in Kombination mit reduziertem 
Zytochrom c Komplex beobachtet werden (Tao et al, 2009). Obwohl der Effekt von 
IFs auf mitochondriale Funktionen (z.B. bei Apoptose oder Energiemetabolismus), 
den mitochondrialen turnover und ihre Lokalisierung klar zu sehen ist, ist die 
Dynamik einer solchen Assoziation samt beteiligter linker-Proteine noch nicht 
verstanden (Toivola et al, 2005). 
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Abbildung 3-4: Der Verlust von IFO-1 bewirkt eine Fehlverteilung des mitochondrialen 
scaffolding Proteins MICS-1, welches zusammen mit IFB-2 an CeAJ und zu zytoplasmatischen 
Aggregaten lokalisiert. 
Mit Hinblick auf die gestörte Verteilung von IFs in ifo-1(kc2) sollte ein aussichtreicher Kandidat untersucht werden, 
der als mögliches linker-Protein eine Verbindung zwischen IFs und den Mitochondrien herstellen könnte. Das 
mitochondriale scaffolding Proteins MICS-1 als Homolog des humanen outer mitochondrial membrane protein 25 
(OMP25 auch Synaptojanin-2-bindendes Protein) interagiert nicht nur mit ATAD-3 sondern wäre aufgrund seiner 
Lokalisierung an der äußeren Mitochondrienmembran ein ideales Ziel. Immunfluoreszenzaufnahmen von MICS-1 
an präparierten Därmen zeigen im Wildtyp (N2) eine, ATAD-3 ähnliche, uniforme Verteilung im Zytoplasma und 
verstärkte Lokalisierung an der apikalen Membran (A´). In den Mutanten kommt es dagegen zu einer deutlich 
sichtbaren Fehlverteilung zusammen mit IFB-2 an die CeAJ und den zytoplasmatischen Aggregaten (B-B´). 
Dieser drastische Phänotyp wird jedoch nicht, wie im Fall von ATAD-3, von einer deutlichen Reduktion des 
Signals begleitet (N2: 11408,28±2564,67, n=12 vs. ifo-1(kc2): 10627,63±3030,45, n=17, p>0,05) (C). Somit 
könnte mit MICS-1 erstmals ein möglicher Interaktionspartner von IFs gefunden worden sein. Eichstriche 
entsprechen 10 µm. Fehlerindikatoren repräsentieren Standardabweichungen der jeweiligen Mittelwerte (SD). 
 
Mit Hinblick auf die gestörte Verteilung von IFs in ifo-1(kc2) sollte nun ein 
aussichtsreicher Kandidat untersucht werden, der eine ebensolche Verbindung zu 
den Mitochondrien herstellen könnte. Das mitochondriale scaffolding Proteins MICS-
1 als Homolog des humanen outer mitochondrial membrane protein 25 (OMP25 auch 
Synaptojanin-2-bindendes Protein) interagiert mit ATAD-3 (Hoffmann et al, 2012) und 
wäre aufgrund seiner Lokalisierung an der äußeren Mitochondrienmembran ein 
ideales Ziel. Aus diesem Grund wurden jeweils vom Wildtyp und von ifo-1(kc2) 
präparierte Därme mit einem polyklonalen MICS-1 Antikörper gefärbt. Während 
MICS-1, wie ATAD-3 zuvor, im Wildtyp uniform im Zytoplasma und verstärkt an der 
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apikalen Membran gemeinsam mit IFB-2 lokalisiert, kommt es in den Mutanten zu 
einer deutlich sichtbaren Fehlverteilung zusammen mit IFB-2 an die CeAJ und zu 
den zytoplasmatischen Aggregaten (Abbildung 3-4 A-B´). Dieser drastische Phänotyp 
wird jedoch nicht, wie im Fall von ATAD-3, von einer deutlichen Reduktion des 
Signals begleitet (Abbildung 3-4 C). Somit könnte mit MICS-1 erstmals ein möglicher 
Interaktionspartner von IFs gefunden worden sein. 
 
3.1.4 In ifo-1(kc2) werden PEPT-1 und IFB-2a stärker exprimiert als im 
Wildtyp 
 
PEPT-1 gehört zu der Klasse der low affinity/high capacity Oligopeptidtransportern 
und ist für die Aufnahme von Produkten der luminalen Proteolyse und somit für  
Entwicklung, Wachstum und auch Reproduktion von C. elegans essentiell (Meissner 
et al, 2004; Nehrke, 2003). Da dieser ausschließlich an der apikalen Membran des 
Darms lokalisiert (Nehrke, 2003), sollte mit Hilfe eines polyklonalen PEPT-1 
Antikörpers an präparierten Därmen untersucht werden, ob die starke 
Beeinträchtigung des Zytoskeletts im ifo-1(kc2) Hintergrund auch zu einer 
Fehllokalisierung von PEPT-1 führt, die möglicherweise mit einer Reduktion aufgrund 
fehlerhaften Einbaus in die apikale Membran korreliert. 
Betrachtet man das PEPT-1-Signal von ifo-1(kc2) Tieren, so kann man im Vergleich 
zum Wildtyp (N2) keine Fehllokalisierung, wie bei IFB-2, erkennen (Abbildung 3-5 A-
B´). Die Quantifizierung ergibt dagegen eine signifikante Erhöhung des Signals um 
20% entlang der apikalen Membran (N2: 12957,35±2370,18, n=28 vs. ifo-1(kc2): 
16391,82±1033,49, n=30, p<0,01, Abbildung 3-5 C). Diese Ergebnisse werden 
weiterhin durch Western Blot Analysen auf Basis von Gesamtwurmlysaten bestätigt 
(Abbildung 3-5 D-E). In diesen kann sogar eine durchschnittliche Erhöhung der 
Expression von PEPT-1 um mehr als 40% beobachtet werden (N2: 13599,95± 
5166,28, n=10 vs. ifo-1(kc2): 23842,12± 12768,95, n=10, p<0,05, Abbildung 3-5 E). 
Somit scheint eine fehlerhafte Nahrungsaufnahme als Ursache für die 
physiologischen Defekte weniger wahrscheinlich und lässt vermuten, dass diese 
vielmehr durch eine gestörte Nahrungsverwertung in Folge eines reduzierten 
Energiehaushaltes verursacht werden. 
Die drastische Fehlverteilung von IFB-2 in ifo-1(kc2) Tieren legt nahe, dass es auch 
auf dem Expressionslevel zu Veränderungen kommt. Aus diesem Grund wurden 
Western Blots in verschiedenen genetischen Hintergründen auf Basis von 
Gesamtwurmlysaten durchgeführt. Der hierbei verwendete primäre Antikörper 
erkennt sowohl die etwas kürzere Isoform c von IFB-2 (IFB-2c) als auch die 17 
Aminosäuren größere Isoform a (IFB-2a). Als Kontrolle wurde jeweils die 
aufgereinigte Proteinform aufgetragen, die freundlicherweise von Dr. Felkl zur 
Verfügung gestellt wurde. 
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Abbildung 3-5: Im ifo-1(kc2) Hintergrund kommt es zu einer verstärkten Expression des Peptid-
Transporters PEPT-1. 
Vergleicht man das PEPT-1-Signal von ifo-1(kc2) Tieren (B´) mit dem vom Wildtyp (N2) (A´), so kann keine 
Fehllokalisierung, wie bei IFB-2 (B), identifiziert werden. (C) Die Quantifizierung ergibt dagegen eine signifikante 
Erhöhung des Signals um 20% entlang der apikalen Membran (N2: 12957,35±2370,18, n=28 vs. ifo-1(kc2): 
16391,82±1033,49, n=30, p<0,01). Durch Western Blot Analysen auf Basis von Gesamtwurmlysaten (D-E) kann 
sogar eine durchschnittliche Erhöhung der Expression von PEPT-1 um mehr als 40% beobachtet werden (N2: 
13599,95± 5166,28, n=10 vs. ifo-1(kc2): 23842,12± 12768,95, n=10, p<0,05). Eichstriche entsprechen 10 µm. 
Fehlerindikatoren repräsentieren Standardabweichungen der jeweiligen Mittelwerte (SD). 
Bereits beim Vergleich der Bandenstärken von IFB-2a und IFB-2c kann sofort eine 
deutliche Verschiebung des Expressionslevels zugunsten der längeren Isoform a in 
ifo-1(kc2) beobachtet werden (Abbildung 3-6 A). Diese Aussage wird auch durch eine 
anschließende Quantifizierung gestützt (Abbildung 3-6 B). So wird IFB-2a im 
mutanten Hintergrund etwa dreimal so stark exprimiert (3,19±1,10, n=4) wie IFB-2 c. 
Im Wildtyp (N2) wird dagegen IFB-2c etwas stärker exprimiert (0,69±0,15, n=4, 
p<0,05). Außerdem kann im ifo-1(kc2) Hintergrund eine mögliche Zunahme der 
Gesamtmenge an IFB-2 festgestellt werden (1,43±0,21, n=4). 
Basierend auf diesen Ergebnissen wurde das Expressionsverhältnis von IFB-2 
ebenfalls mit Gesamtproteinlysaten von Tieren untersucht, die sowohl die ifo-1(kc2) 
Mutation, als auch ein rettendes ifo-1::yfp Konstrukt tragen (BJ91). Beim Vergleich 
der Bandenintensität von IFB-2a und c kann man eine Rettung des verschobenen 
Expressionslevels beobachten (Abbildung 3-6 C). Auch die quantitative Analyse zeigt 
ein nahezu identisches Expressionsverhältnis von Wildtyp (0,77±0,08, n=2) und BJ91 
(0,94±0,08, n=2, p>0,05), wobei in der ifo-1(kc2) Kontrolle wieder eine deutliche 
Überexpression von IFB-2a auftritt (2,82±0,17, n=3, p<0,05 vs. N2 und BJ91) 
(Abbildung 3-6 D). 
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Abbildung 3-6: Im ifo-1(kc2) Hintergrund wird die Isoform a von IFB-2 stärker exprimiert. 
(A) Der Western Blot zeigt das IFB-2-Signal auf Basis von Gesamtwurmlysaten von Wildtyp (N2), ifo-1(kc2), 
sowie von aufgereinigten IFB-2a und IFB-2c Proteinproben. Beim Vergleich der Bandenstärken kann in ifo-1(kc2) 
eine deutliche Verschiebung zugunsten der längeren Isoform IFB-2a beobachtet werden. (B) Die Quantifizierung 
des Signals ergibt im mutanten Hintergrund eine etwa dreimal so starke Expression von IFB-2a (3,19±1,10, n=4) 
als IFB-2 c, während im Wildtyp eher die kurze Isoform IFB-2c etwas stärker exprimiert wird (0,69±0,15, n=4, 
p<0,05). (C) Gesamtwurmlysate von Tieren mit ifo-1(kc2) Mutation und ifo-1::yfp Plasmid (BJ91) zeigen im 
Western Blot dagegen eine Rettung des verschobenen Expressionsverhältnisses. (D) Gemäß der Quantifizierung 
zeigt sich ein nahezu identisches Expressionsverhältnis von Wildtyp (0,77±0,08, n=3) und BJ91 (0,94±0,08, n=3, 
p>0,05), wobei in der ifo-1(kc2) Kontrolle wieder eine deutliche Überexpression von IFB-2a auftritt (2,82±0,17, 
n=3, p<0,05 vs. Wildtyp und BJ91). Fehlerindikatoren repräsentieren Standardabweichungen der jeweiligen 
Mittelwerte (SD). 
 
Aus der veränderten Expression von IFB-2 und PEPT-1 in ifo-1(kc2) könnte somit 
geschlossen werden, dass eine intrazelluläre Kommunikation zwischen der apikalen 
Membrandomäne und dem Zellkern besteht. Mögliche Hinweise, die für die Existenz 
einer solchen Verbindung sprechen, werden im Rahmen der Diskussion näher 
erläutert. 
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3.1.5 Die Lokalisation von IFO-1 und ACT-5 bedingen sich gegenseitig 
 
3.1.5.1 act-5(RNAi) im darmspezifischen RNAi Stamm OLB11 
 
Während das Fehlen von IFO-1 eine komplette Umverteilung der IFs zu CeAJ und zu 
zytoplasmatischen Aggregaten zur Folge hat, führt die Herunterregulierung von IFB-2 
durch RNAi zu keiner Beeinflussung der apikalen Polarität (Daten nicht gezeigt). Es 
stellte sich somit die Frage, welchen Einfluss ein darmspezifisches Fehlen von Aktin 
auf die Lokalisierung besagter Proteine hat. 
 
 
Abbildung 3-7: Die darmspezifische Herunterregulierung von ACT-5 führt zu einer drastischen 
Reduktion von Aktin in den Enterozyten und zum Verlust der Integrität von IFO-1 und IFB-2 an 
der apikalen Membran. 
(A-E´) Während die darmspezifische Herunterregulierung von ACT-1/2/3/4 zu keiner Reduktion des Phalloidin-
Signals in präparierten adulten Därmen führt und auch nicht die apikale Lokalisierung von IFB-2 beeinträchtigt, 
zeigt sich nach act-5(RNAi) (F-H´, J-J´) eine deutliche Veränderung gegenüber der Kontrolle (A-A´, I-I´). So 
kommt es neben dem drastischen Verlust von intestinalen Aktin (F, G, H) auch zu einem zeitlich immer weiter 
fortschreitenden Verlust der Integrität von IFO-1 und IFB-2 an der apikalen Membran (F´-H´ und J-J´). Eichstrich 
entspricht 10 µm. 
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Aus diesem Grund wurden alle bisher in C. elegans bekannten Aktinformen im 
Stamm OLB11 postembryonal und darmspezifisch herunterreguliert, und die 
präparierten Därme anschließend mit Phalloidin, IFB-2 bzw. IFO-1 Antikörpern 
gefärbt. Während das Fehlen von den Proteinen ACT-1/2/3/4 weder die Stärke des 
Phalloidin-Signals beeinflusst noch eine Veränderung des IFB-2-Musters zur Folge 
hat (Abbildung 3-7 A-E´), kommt es im Falle von act-5(RNAi) zu einer drastischen 
Reduktion von Phalloidin exklusiv im Darm und parallel hierzu zu Löchern im 
Terminalgeflecht (Abbildung 3-7 F-H´, J-J´). Diese Löcher werden im zeitlichen 
Verlauf größer und führen schließlich zu einem kompletten Verlust der apikalen 
Integrität von IFB-2 und IFO-1 (vgl. Abbildung 3-7 F´ mit G´ und H´, J-J´). 
Die Beobachtungen bezüglich IFB-2 stimmen somit ebenfalls mit den bereits 
publizierten Ergebnissen von (Estes et al, 2011) überein, wobei in diesem Fall mit 
einem transgenen IFB-2::CFP + ACT-5::YFP Reporterstamm gearbeitet wurde, der 
kein darmspezifisches RNAi ermöglicht. Aus anderen Ergebnissen ist außerdem 
bekannt, dass einer Fehllokalisierung von IFB-2 immer auch eine Umverteilung von 
IFO-1 vorangeht (Daten nicht gezeigt), weshalb der Verlust der Integrität von 
Zytoskelett-Komponenten wie IFB-2 aus einem fortschreitenden Verlust von IFO-1 an 
der apikalen Membran resultieren dürfte. 
Bemerkenswerterweise wurde ACT-5 bislang sonst nur als essentielle Komponente 
für die Bildung von Mikrovilli in C. elegans beschrieben (MacQueen et al, 2005), 
wobei hier die Funktion von ACT-5 bereits embryonal ausgeschaltet war und zu sehr 
frühem larvalen Arrest führte. Somit konnte hiermit eine weitere Funktion von ACT-5 
auch während der Larvalentwicklung festgestellt werden. 
 
3.1.5.2 Überexpression von ACT-5 in ifo-1(RNAi) Tieren 
 
Die Tatsache, dass postembryonales act-5(RNAi) in OLB11 zu einem Verlust der 
Integrität von IFO-1 und IFB-2 führt, lässt vermuten, dass eine Überexpression von 
ACT-5 den Phänotyp in Bezug auf die Fehlverteilung von IFB-2 an CeAJ und zu 
zytoplasmatischen Aggregaten rettet. 
Deshalb wurde ein transgener ACT-5::YFP Stamm (JM125) verwendet, um in der 
Folge ifo-1(RNAi) in diesen Tieren durchzuführen. Während in der Kontrolle ACT-
5::YFP und auch IFB-2 wildtypisch an der endotube lokalisieren (Abbildung 3-8 A-A´), 
kommt es nach ifo-1(RNAi) nur in partiellen Bereichen zu einer Fehllokalisierung von 
IFB-2 (Abbildung 3-8 B-C, Pfeil). Zu beachten ist hierbei, die gleichzeitig zu 
beobachtende Reduktion des ACT-5::YFP-Signals in den betroffenen Regionen 
(Abbildung 3-8 C-C´, Pfeil). Als Kontrolle dafür, dass RNAi generell in diesem Stamm 
funktioniert, wurde ebenfalls postembryonales let-413(RNAi) durchgeführt, welches 
zu 100% in der Sterilität der Tiere aufgrund fehlender Spermatheken-Ausbildung 
resultierte (n=30) (Pilipiuk et al, 2009). Die Überexpression von ACT-5 ist also in der 
Lage den ifo-1(kc2) Phänotyp bezüglich der Fehllokalisierung von IFB-2 zu retten. 
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Abbildung 3-8: Die transgene Überexpression von ACT-5::YFP ermöglicht nach ifo-1(RNAi) 
eine partielle Rettung des Phänotyps bezüglich der Fehlverteilung von IFB-2. 
In der Kontrolle lokalisieren ACT-5::YFP und IFB-2 wildtypisch am Terminalgeflecht der endotube (A-A´). Nach 
ifo-1(RNAi) im transgenen Hintergrund kann dagegen nur in partiellen Bereichen eine Fehllokalisierung von IFB-2 
beobachtet werden (B-C, Pfeil). Zu beachten ist hierbei, die Reduktion des ACT-5::YFP-Signals in den Regionen 
mit IFB-2-Fehlverteilung (C-C´, Pfeil). Eichstrich entspricht 15 µm. 
 
3.1.6 ifo-1 interagiert genetisch mit erm-1 (Ezrin-Radixin-Moesin-
Homolog) und dlg-1 (Discs-LarGe-Homolog) 
 
Da bereits gezeigt wurde, dass Aktin apikal im C. elegans Darm angereichert ist 
(Bossinger et al, 2004) und im ifo-1(kc2) Hintergrund ein kompletter Verlust der 
endotube auf elektronenmikroskopischer Ebene beobachtet werden konnte (Carberry 
et al, 2012; Hüsken, 2008; Wiesenfahrt, 2010), wurde die Verteilung von Aktin an 
präparierten adulten Därmen mittels Phalloidin-Färbung analysiert. 
In ifo-1(kc2) Mutanten kann zwar keine Fehlverteilung von Aktin, jedoch eine 
deutliche Reduktion detektiert werden (Abbildung 3-9 A-C, Wildtyp (WT): 
57961,23±15107,04 vs. ifo-1(kc2): 33111,17±2795,03, p<0,001). Diese 
Beobachtungen werden weiterhin durch Immunfluoreszenzmikroskopie unter 
Verwendung eines monoklonalen Aktin-Antikörpers bestätigt (Abbildung 3-9 D-F, 
WT: 73291,97±19592,48 vs. ifo-1(kc2): 44941,18±13325,41, p<0,001). 
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Abbildung 3-9: ifo-1(kc2) Mutanten zeigen eine deutliche Reduktion von intestinalen Aktin und 
einen synthetischen Phänotyp zusammen mit erm-1. 
(A-F) Die Detektierung von F-Aktin wahlweise über Phalloidin-Färbung (A-B) oder durch Antikörperfärbung  (D-E) 
in präparierten adulten Därmen (Wildtyp in A, D; ifo-1(kc2) in B, E), ergibt eine signifikante Reduktion des 
Fluoreszenzsignals (Quantifizierung in C, F; p<0,001). (G-J´´) Anti-ERM-1- (blau), anti-IFB-2- (rot) 
Immunfluoreszenz und Phalloidin-Färbung (grün) in Embryonen. Die Position des Darmlumens ist durch 
Pfeilspitzen dargestellt. Während in ifo-1(kc2) eine normale Lokalisierung von ERM-1 erfolgt (I), ist dieses im erm-
1(tm677)-Mutanten nicht mehr nachweisbar (H). (G´-J´´) Sowohl in ifo-1(kc2) als auch in erm-1(tm677) 
Embryonen kann eine ausgeprägte Reduktion des intestinalen Aktins gegenüber dem Wildtyp beobachtet werden 
(p<0,0001, n=5). Beachtenswert ist das Auftreten eines neuen, synthetischen Phänotyps in erm-1(tm677) ifo-
1(RNAi) Embryonen, in denen die stärkste Reduktion von intestinalen Phalloidin (p<0,0001, n=5) und ebenfalls 
eine Reduktion von IFB-2 gegenüber dem Wildtyp auftritt (p<0,0001, n=5). Eichstriche entsprechen 10 µm. 
Fehlerindikatoren repräsentieren Standardabweichungen der jeweiligen Mittelwerte (SD). 
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Es ist hierbei anzumerken, dass die Reduktion darmspezifisch ist und weder in 
anderen Geweben noch mittels Western Blot auf Basis von Gesamtwurmlysaten zu 
detektieren ist (Daten nicht gezeigt). 
Eine Abnahme der Phalloidin-Färbung konnte ebenfalls in ifo-1(kc2) Embryonen 
beobachtet werden (Abbildung 3-9 I-I´, 55,957±731, n=5, p<0,0001 vs. 82,186±1785 
im WT, n=5). In Übereinstimmung mit früheren Ergebnissen (Bernadskaya et al, 
2011; van Fürden et al, 2004), kann ebenfalls eine signifikante Reduktion von Aktin 
im Darm von erm-1(tm677) Embryonen detektiert werden (Abbildung 3-9 H-H´, 
47,499±572, n=5, p<0.0001 vs. WT). ERM-1 ist das Ezrin-Radixin-Moesin Protein, 
welches für eine stabile Verbindung von Aktin mit der Membran benötigt wird. Eine 
noch stärkere Abnahme der Phalloidin-Färbung kann schließlich in erm-1(tm677) ifo-
1(RNAi) Embryonen beobachtet werden (Abbildung 3-9 J-J´, 11,945±45, n=5, 
p<0,0001 versus tm677 und kc2). Darüber hinaus kann ein weiterer Phänotyp 
identifiziert werden, da das IFB-2-Signal in erm-1(tm677) ifo-1(RNAi) Embryonen 
deutlich stärker reduziert ist (31,884±302, n=5; p<0.0001 vs. tm677 und ifo-1(kc2)) 
als in erm-1(tm677) (49,283±526, n=5) und ifo-1(kc2) (76,416±1283, n=5) (Abbildung 
3-9 G´´-J´´; WT: 120,630±2,331, n=5). 
Das apikale Zytoplasma der Enterozyten enthält sowohl filamentöses Aktin in den 
Mikrovilli als auch das basaler liegende filamentöse Aktin des Terminalgeflechts, 
welches mit der CeAJ assoziiert scheint (Labouesse, 2006). Die signifikante 
Reduktion von Aktin in Abwesenheit von IFO-1 ist beeindruckend, da die Mikrovilli 
und somit auch dessen Aktin gemäß elektronenmikroskopischer Analysen strukturell 
intakt sind. Dies führt zu der Annahme, dass der Verlust von Aktin selektiv Aktin des 
Terminalgeflechts und/oder der mikrovillären Endungen, die in das apikale 
Zytoplasma reichen, betrifft. Dies unterscheidet sich somit von dem beobachteten 
Phänotyp in Tieren nach erm-1(RNAi), in denen ein Verlust der Mikrovilli beschrieben 
wird (Göbel et al, 2004).  
Sowohl in Wildtyp (WT) als auch bei ifo-1(kc2) und erm-1(RNAi) kann eine apikale 
Lokalisierung des junktionalen Musters erkannt werden (Abbildung 3-10 A-C´´). Nach 
erm-1(RNAi) in ifo-1(kc2) kommt es dagegen bereits im Embryo zu 
Zelladhäsionsdefekten (Abbildung 3-10 D-D´´, G-G´´, H-H´´, Pfeilspitzen). Anhand 
einer Färbung gegen das scribble-Homolog LET-413, welches für die 
Aufrechterhaltung der apikalen Polarität von dem gesamten Terminalgeflecht mit 
Mikrovilli-Saum essentiell ist (Bossinger et al, 2004) und basolateral entlang der 
Epithelzellen lokalisiert (Labouesse, 2006; Lynch & Hardin, 2009), kann man im 
Wildtyp sehr gut die sich gegenüberliegenden Darmzellpaare identifizieren 
(Abbildung 3-10 E-E´). Nach Herunterregulierung von ERM-1 in ifo-1(kc2) liegen sich 
die Zellpaare dagegen deutlich weniger polarisiert gegenüber (Abbildung 3-10 F-F´), 
was ein Resultat der geschwächten Zell-Zell-Kontaktstrukturen sein dürfte (Abbildung 
3-10 F´´). 
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Abbildung 3-10: IFO-1 
interagiert zusammen mit ERM-
1 und DLG-1 bei der 
Organisation des apikalen 
Zytoskeletts und erhält somit 
die epitheliale Integrität. 
(A-C´´) Anti-AJM-1- (grün in A-C; 
invertiert in A´-C´) und Anti-DLG-1- 
(rot in A-C; invertiert in A´´-C´´) 
Immunfluoreszenz im 1,75-fold 
Stadium von Wildtyp (WT) (A-A´´), ifo-
1(kc2) (B-B´´) und nach erm-1(RNAi) 
(C-C´´). Pfeil zeigt auf das 
eingeschnürte Darmlumen. (D-D´´, G-
H´´) Fluoreszenzbilder von IFB-2::CFP 
(grün in D, G-H; invertiert in D´, G´-H´) 
und Anti-DLG-1-Signal (rot in D, G-H; 
invertiert in D´´, G´´-H´´) im ifo-1(kc2) 
Hintergrund von 1,75-fold Embryo (D-
D´´), 3-fold Embryo (G-G´´) und L1-
Larve (H-H´´) nach Behandlung mit 
dsRNA gegen erm-1. (E-F´´) Anti-LET-
413- (grün in E-F; invertiert in E´-F´) 
und Anti-AJM-1- (rot in E-F; invertiert 
in E´´-F´´) Immunfluoreszenz im 2-fold 
Stadium von Wildtyp (E-E´´) und ifo-
1(kc2) nach erm-1(RNAi) (F-F´´). (I-J) 
Immunfluoreszenz von AJM-1 (I) und 
IFB-2 (J) in 1,75-fold Embryonen von 
ifo-1(kc2) nach dlg-1(RNAi). Sowohl in 
Wildtyp als auch bei ifo-1(kc2) und 
erm-1(RNAi) kann eine apikale 
Lokalisierung des junktionalen 
Musters erkannt werden (A-C´´), 
welches jedoch im Falle von ifo-1(kc2) 
nach erm-1(RNAi) deutliche 
Unterbrechungen aufweist (Pfeil-
spitzen in D, D´´, G, G´´, H, H´´). 
Während in diesem Fall auch 
Rupturen des IFB-2-Musters (Pfeil-
spitzen in D, D´, G, G´, H, H´) und ein 
Verlust der polaren Anordnung der 
Enterozyten beobachtet werden 
können (vgl. E-E´ und F-F´), kommt es 
im Fall von dlg-1(RNAi) in ifo-1(kc2) 
zur Freisetzung von junktionalem IFB-
2 in zytoplasmatische Granula (J) und 
Zelladhäsionsdefekten (Pfeilspitze in 
J). Auch im Falle von ifo-1(RNAi) im 
ajm-1(ok160) Hintergrund kann eine 
partielle Freisetzung von IFB-2, jedoch 
kein Zelladhäsionsdefekt beobachtet 
werden (L-M). Die Durchführung von 
hmr-1(RNAi) führt dagegen zu keiner 
Freisetzung von IFB-2::CFP in ifo-
1(kc2) (K). Eichstriche entsprechen 10 
µm. Abbildungen A-D´´, G-H´´ und K 
von Dr. Wiesenfahrt, Abbildungen I-J 
von S. Stöcker. 
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Um die genetische Interaktion von ifo-1 mit der CeAJ weiter zu untersuchen, bot sich 
dlg-1 als idealer Kandidat an, da Mutationen in diesem Gen zu junktionalen Defekten 
(Lockwood et al, 2008) und einer Reduktion des apikalen F-Aktins führen 
(Bernadskaya et al, 2011). In ifo-1(kc2) dlg-1(RNAi) Embryonen kann eine deutliche 
Unterbrechung des junktionalen Musters beobachtet werden (Abbildung 3-10 I, 
Pfeilspitze). Zusätzlich kommt es zur Freisetzung von junktionalen IFB-2, welches im 
Zytoplasma granuläre Aggregate bildet (Abbildung 3-10 J). Auch die 
Herunterregulierung von IFO-1 im ajm-1(ok160) Hintergrund resultierte in einer 
partiellen Freisetzung von junktionalen IFB-2, jedoch in keinen Zelladhäsiondefekten 
(Abbildung 3-10 L-M). Als Interaktionspartner von DLG-1 wird AJM-1 ebenfalls für die 
korrekte Elongation des Embryo benötigt (Köppen et al, 2001; McMahon et al, 2001), 
scheint jedoch nicht so essentiell für die Verankerung von junktionalen IFB-2 zu sein, 
wie DLG-1. Die Herunterregulierung von HMR-1/E-Cadherin in ifo-1(kc2) führt 
dagegen weder zu Zelladhäsionsdefekten noch zur Freisetzung von IFB-2 und ist 
daher für die Aufrechterhaltung der Integrität nicht nötig (Abbildung 3-10 K). 
Somit interagiert IFO-1 zusammen mit ERM-1 und DLG-1 bei der Ausbildung der 
apikalen Polarität des Zytoskeletts und erhält auf diese Weise die Integrität des 
Darmepithels in C. elegans. 
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3.2 Die Rolle von Intestinal Filament Organizer IFO-1 und BMK1/ERK5 
MAPK-Homolog SMA-5 bei der Abwehr von porenbildenden Toxinen 
am Beispiel von Cry5B aus Bacillus thuringiensis  
 
Bakterielle Infektionen sind eine der häufigsten Ursachen für Morbidität und Mortalität 
und können fast alle Gewebetypen betreffen (Los et al, 2013). Sie sind verantwortlich 
für  Pneumonien, Hautgewebeinfektionen, Blutvergiftungen, aber auch klinisch 
bedingte Entzündungen des Harntraktes und offener Wunden (Fischbach & Walsh, 
2009; Los et al, 2013; Woodford & Livermore, 2009). Meist erfolgt eine lokale oder 
systemische Behandlung mit einem Breitband-Antibiotikum, wenngleich diese 
exzessive Nutzung als eine der Ursachen für die Entstehung von multiresistenten 
pathogenen Bakterienstämmen anzusehen ist (Huttner et al, 2010; Los et al, 2013). 
Zu ihnen zählen neben Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae auch 
Escherichia coli und Mycobacterium tuberculosis (Fischbach & Walsh, 2009; 
Woodford & Livermore, 2009), denen allen gemein ist, dass sie porenbildende Toxine 
(PFTs) als Virulenzfaktoren exprimieren (Los et al, 2013). PFTs sind in Bakterien weit 
verbreitet, da sie etwa 30% aller zytotoxischen Proteine repräsentieren und somit die 
größte Gruppe aller Virulenzfaktoren darstellen (Alouf, 2003; Gonzalez et al, 2008; 
Los et al, 2013). Aufgrund ihres häufigen Vorkommens sind PFTs somit eine der 
wichtigsten Ansatzpunkte bei der Etablierung neuer Therapiemethoden (Los et al, 
2013). 
Die Funktion von PFTs liegt hauptsächlich in der Perforierung der Plasmamembran 
von sogenannten Wirtszellen, kann aber unter Umständen auch intrazelluläre 
Organellen betreffen (Iacovache et al, 2010). Auf diese Weise töten pathogene 
Bakterien ihre Wirtszelle beispielsweise zur Erschließung einer neuen 
Nahrungsquelle (Geny & Popoff, 2006). Der Wirkmechanismus von PFTs liegt in der 
Bindung von spezifischen Rezeptoren, wie GPI-verankerte Proteine, (Glyko-) Lipide, 
und Cholesterol begründet, der die Bildung eines Multimers folgt (Gonzalez et al, 
2008). Durch eine anschließende Konformationsänderung kommt es schließlich zur 
Ausbildung einer hydrophilen Pore (Honda et al, 1992; Parker & Feil, 2005). 
Die Pathogenität von Bacillus thuringiensis wurde im Hinblick auf PFTs bereits 
ausführlich in C. elegans beschrieben (Kho et al, 2011) und mit Hilfe eines RNAi-
Screens mögliche Genkandidaten (u.a. auch ifo-1) identifiziert, die wahrscheinlich für 
eine zelluläre Abwehr von PFTs essentiell sind (Kao et al, 2011). Allerdings wurde im 
Rahmen dieser Studien keine Analyse des intestinalen Zytoskeletts in Betracht 
gezogen, wenngleich dieses aufgrund seiner Lokalisierung subapikal im 
Terminalgeflecht der Enterozyten in direkter Nachbarschaft zum Angriffspunkt der 
PFTs liegt. Aus diesem Grund sollte im folgenden Teil geklärt werden, (1) welche 
physiologischen Defekte eine Intoxikation verursacht und (2) inwieweit eine korrekte 
Organisation des gesamten Zytoskeletts im Darmepithel eine essentielle Rolle bei 
der Abwehr von PFTs in C. elegans spielt. Desweiteren sollte analysiert werden, (3) 
welche Auswirkungen die Exposition durch PFTs auf die Lokalisierung und 
Expression des Zytoskeletts und dessen Organisator IFO-1 hat. 
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3.2.1 Auswirkungen der Intoxikation auf larvalen Arrest, Generationszeit 
und Lebensspanne in Wildtyp, ifo-1(kc2) und sma-5(n678) Tieren 
 
Neben dem Wildtyp (N2) wurden für diese Experimente auch ifo-1(kc2) Tiere 
verwendet, die neben einer kompletten Fehlverteilung von intestinalen 
Intermediärfilamenten an CeAJ und zu zytoplasmatischen Aggregaten, ebenfalls ein 
geschwächtes Aktin-Zytoskelett (siehe Abschnitt 3.1.6) aufweisen und deren 
Terminalgeflecht nicht mehr vorhanden ist. Als weiterer Kandidat wurde außerdem 
eine sma-5(n678) Mutante gewählt (Watanabe et al, 2005), deren Darmlumen 
zahlreiche bläschenförmige Alterationen als Folge einer fehlerhaften Expression der 
gleichnamigen mitogen-activated map kinase (MAPK) aufweist (Gerhardus, 2009; 
Hüsken, 2008). Auf diese Weise konnte auch überprüft werden, ob ein korrekt 
organisiertes Zytoskelett bereits eine schützende Wirkung gegenüber dem Einfluss 
von PFTs hat. 
 
3.2.1.1 Larvaler Arrest und Generationszeit sind im Wildtyp deutlich, im 
Falle von sma-5(n678) und ifo-1(kc2) Tieren, erheblich erhöht 
 
Bei der Betrachtung der larvalen Arrestrate (Abbildung 3-11 A) kann bereits im 
Wildtyp (N2) eine deutliche Erhöhung nach Cry5B Intoxikation beobachtet werden. 
Während in der Kontrolle kein einziges Tier im larvalen Stadium arretiert, kommt dies 
nach Behandlung mit Cry5B in etwa jedem zweiten Tier vor (N2 Kontrolle: 0%, 
n=0/40 vs. N2 Cry5B: 56,25±26,52%, n=18/32, p<0,0001). Im sma-5(n678) 
Hintergrund kommt es dagegen bereits in der Kontrolle zu einer erhöhten larvalen 
Letalität von etwa 18% (18,06±9,82%, n=7/38), die jedoch nach Intoxikation 
sprunghaft auf etwa 84% ansteigt (84,38±4,42%, n=27/32, p<0,0001). Die 
Behandlung von ifo-1(kc2) Tieren mit Cry5B führt sogar zu einer 100%igen larvalen 
Arrestrate, wohingegen entsprechende Kontrolltiere nur in 5% aller Fälle arretieren 
(ifo-1(kc2) Kontrolle: 5±0%, n=2/40 vs. ifo-1(kc2) Cry5B: 100±0%, n=32/32, 
p<0,0001). 
Auch bezüglich der Generationszeit können deutliche Unterschiede beobachtet 
werden (Abbildung 3-11 B). Während der Wildtyp im Durchschnitt nach etwa drei 
Tagen adult wird (3,23±0,11 Tage, n=40), brauchen entsprechende Tiere nach 
Intoxikation fast doppelt so lang (6±0,71 Tage, n=14, p<0,0001). Im sma-5(n678) 
Hintergrund kann bereits in der Kontrolle eine deutlich verlängerte Generationszeit 
von fast sechs Tagen (5,86±0,55 Tage, n=31) festgestellt werden, die jedoch nach 
Behandlung mit Cry5B auf über acht Tage ansteigt (8,33±1,89 Tage, n=5, p<0,05). 
Auch ifo-1(kc2) Tiere zeigen eine verlängerte Generationszeit von fast fünf Tagen 
(4,71±0,04 Tage, n=38), jedoch kann aufgrund der 100%igen larvalen Letalität, nach 
Behandlung mit Cry5B, keine Bestimmung der Generationszeit erfolgen. 
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Somit führt die Intoxikation generell zu einer erhöhten larvalen Letalität und 
verlängerten Generationszeit, wobei eine gestörte Organisation des Zytoskeletts, je 
nach Schweregrad, die Penetranz dieser Phänotypen deutlich erhöhen kann. 
 
Abbildung 3-11: Der larvale Arrest und die Generationszeit sind nach Intoxikation durch Cry5B 
im Wildtyp deutlich, im Falle von sma-5(n678) und ifo-1(kc2) Tieren, erheblich erhöht. 
(A) Bereits im Wildtyp (N2) kommt es nach Behandlung mit Cry5B in etwa jedem zweiten Tier zum larvalen Arrest 
(N2 Kontrolle: 0%, n=0/40 vs. N2 Cry5B: 56,25±26,52%, n=18/32, p<0,0001). sma-5(n678) zeigt dagegen bereits 
in der Kontrolle eine erhöhte larvale Letalität von etwa 18% (18,06±9,82%, n=7/38), die jedoch nach Intoxikation 
auf etwa 84% ansteigt (84,38±4,42%, n=27/32, p<0,0001). Die Behandlung von ifo-1(kc2) Tieren mit Cry5B führt 
sogar zu einer 100%igen larvalen Arrestrate, wohingegen Kontrolltiere nur in 5% aller Fälle arretieren (ifo-1(kc2) 
Kontrolle: 5±0%, n=2/40 vs. ifo-1(kc2) Cry5B: 100±0, n=32/32, p<0,0001). Während der Wildtyp im Durchschnitt 
nach etwa drei Tagen adult wird (3,23±0,11 Tage, n=40), benötigen sie nach Intoxikation fast doppelt so lang 
(6±0,71 Tage, n=14, p<0,0001). sma-5(n678) Tiere brauchen bereits in der Kontrolle fast sechs Tage bis zum 
Erreichen des adulten Stadiums (5,86±0,55 Tage, n=31), weisen jedoch nach Behandlung mit Cry5B eine 
nochmals verlängerte Generationszeit von über acht Tage auf (8,33±1,89 Tage, n=5, p<0,05). Auch ifo-1(kc2) 
Tiere zeigen eine verlängerte Generationszeit von fast fünf Tagen (4,71±0,04 Tage, n=38). Aufgrund der 
100%igen larvalen Letalität kann jedoch keine Bestimmung der Generationszeit nach Intoxikation erfolgen. 
Fehlerindikatoren repräsentieren Standardabweichungen der jeweiligen Mittelwerte (SD). 
 
3.2.1.2 Wildtyp, ifo-1(kc2) und sma-5(n678) Tiere zeigen eine deutlich 
reduzierte Lebenserwartung 
 
Vor diesem Hintergrund sollte ebenfalls die Lebenserwartung nach Intoxikation durch 
Cry5B analysiert werden. Bereits Tiere vom Wildtyp zeigen eine deutlich reduzierte 
durchschnittliche Lebensspanne von 10 Tagen (n=32) und leben somit 4 Tage kürzer 
als die Kontrolle (n=39, p<0,0001, Abbildung 3-12 A). Auch im sma-5(n678) 
Hintergrund ist die Lebenserwartung im Vergleich zu Kontrolltieren, die im Schnitt 16 
Tage leben (n=38), um 4 Tage drastisch verkürzt (n=29, p<0,05, Abbildung 3-12 B). 
Betrachtet man dagegen ifo-1(kc2) Tiere, so kann man eine Reduktion der 
Lebensspanne um 4,5 Tage im Durchschnitt beobachten. Während Tiere der 
Kontrolle noch 14 Tage (n=40) überleben, beträgt die durchschnittliche 
Lebenserwartung nach Intoxikation durch Cry5B nur noch 9,5 Tage (n=32, p<0,001, 
Abbildung 3-12 C). 
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Somit führt die Behandlung von C. elegans zu einer deutlichen Reduktion der  
Lebensspanne, die im ifo-1(kc2) Hintergrund am stärksten ausfällt. Insgesamt kann 
man somit unter Beachtung vorangegangener Ergebnisse davon ausgehen, dass 
das korrekt organisierte Zytoskelett im Darmepithel eine beachtliche Rolle beim 
Schutz gegenüber PFTs spielt. 
 
 
Abbildung 3-12: Die Intoxikation durch Cry5B führt sowohl in Wildtyp als auch sma-5(n678) 
und ifo-1(kc2) zu einer reduzierten Lebenserwartung. 
(A) Bereits der Wildtyp zeigt eine deutlich reduzierte durchschnittliche Lebensspanne von 10 Tagen (n=32) und 
lebt somit 4 Tage kürzer als die Kontrolle (n=39, p<0,0001). (B) sma-5(n678) Kontrolltiere leben im Schnitt 16 
Tage (n=38), während sich die durchschnittliche Lebenserwartung nach Intoxikation um 4 Tage verkürzt (n=29, 
p<0,05). (C) In ifo-1(kc2) Tieren kann sogar eine Reduktion der Lebensspanne um 4,5 Tage beobachtet werden. 
Während Tiere der Kontrolle durchschnittlich 14 Tage (n=40) überleben, beträgt die Lebenserwartung nach 
Intoxikation durch Cry5B nur noch 9,5 Tage (n=32, p<0,001). 
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3.2.2 Der larvale Arrest ist in Wildtyp, ifo-1(kc2) und sma-5(n678) Tieren 
nur bedingt reversibel 
 
Es konnte bereits gezeigt werden, dass für die Reparatur von Schäden der 
Plasmamembran nach erfolgtem Angriff durch Cry5B, die Signalwege des RAB-5- 
und RAB-11-abhängigen Vesikeltransports essentiell sind (Los et al, 2011). Aus 
diesem Grund sollte nun mit Hilfe von Rettungsexperimenten untersucht werden, 
inwieweit der Effekt des larvalen Arrests in Tieren mit normaler bzw. gestörter 
Organisation des Zytoskeletts reversibel ist. Hierzu wurden zunächst Embryonen des 
Wildtyps auf Kontrollplatten und Platten mit Cry5B-exprimierenden JM103 Bakterien 
gesetzt und bei gleichen Temperaturen inkubiert. Anschließend erfolgte in zeitlichen 
Abständen eine Auswertung des Entwicklungsstadiums unter Nomarski-Optik. 
Während Kontrolltiere des Wildtyps nach fünf Tagen bereits Adult sind und ein 
normal ausgebildetes Darmlumen aufweisen (Abbildung 3-13 A, Pfeilspitzen), sind 
viele Tiere nach selbst siebentägiger Cry5B-Behandlung in unterschiedlichen 
Larvalstadien arretiert (Abbildung 3-13 B-D). In den etwas größeren Tieren kann 
außerdem ein stark unregelmäßiges Lumen identifiziert werden (Abbildung 3-13 D, 
Pfeilspitzen). Das Umsetzen dieser Tiere und die weitere dreitägige Inkubation auf 
Kontrollplatten führt dagegen dazu, dass sich aus den arretierten Larven in etwa 68% 
aller Fälle (n=28/41, Abbildung 3-13 I) noch adulte Tiere entwickeln, die jedoch 
teilweise erhebliche Fehlbildungen von beispielsweise Darm und Gonade zeigen, 
trotzdem aber Nachkommen produzieren (Abbildung 3-13 E-G, oberes Tier, 
Pfeilspitze markiert extrem geweitetes Darmlumen). Ebenso gibt es aber auch Tiere, 
die eine korrekte Entwicklung zum adulten Stadium vollzogen haben (Abbildung 3-13 
E-G, unteres Tier und H, Pfeilspitzen markieren normal ausgebildetes Darmlumen). 
In den restlichen 32% der Tiere ist der larvale Arrest dagegen nicht reversibel und 
endet in larvaler Letalität (n=13/41, Abbildung 3-13 I). 
Nach demselben Schema wurde nun auch mit sma-5(n678) Tieren vorgegangen. 
Während die Kontrolltiere nach sieben Tagen das frühe adulte Stadium erreichen 
(Abbildung 3-14 A), sind auch hier sehr viele Tiere nach Intoxikation durch Cry5B in 
verschiedenen Stadien larval arretiert (Abbildung 3-14 B-D). Während früh arretierte 
Larven bereits Symptome eines gehäuften Zelltods in Form von Vakuolenbildung 
zeigen (Abbildung 3-14 B, Pfeile), kann in etwas größeren Stadien ebenfalls eine 
deutliche Weitung des Darmlumens identifiziert werden (Abbildung 3-14 C-D, 
Pfeilspitzen). Der larvale Arrest ist in diesem Fall ebenfalls nur bedingt reversibel. 
Jedoch erreichen, im Vergleich zum Wildtyp, nur etwa 36% aller arretierten Larven 
noch das adulte Stadium (n=8/22, Abbildung 3-14 E, G) und produzieren 
Nachkommen. In den verbliebenen 64% (n=14/22, Abbildung 3-14 G) ist der larvale 
Arrest dagegen nicht reversibel und es kommt zu larvaler Letalität. Diese Tiere 
weisen meist ein stark geweitetes Darmlumen auf, in dem sogar einzelne vitale 
Bakterien zu beobachten sind (Abbildung 3-14 F, Pfeilspitzen).  
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Abbildung 3-13: Der durch Cry5B 
Intoxikation verursachte larvale 
Arrest ist im Wildtyp teilweise 
reversibel. 
(A) Die Kontrolltiere des Wildtyps sind 
nach fünf Tagen schon längst Adult und 
zeigen ein normal ausgebildetes 
Darmlumen (Pfeilspitzen). (B-D) Auch 
nach siebentägiger Cry5B-Behandlung 
bleiben die Tiere in unterschiedlichen 
Larvalstadien arretiert. (D) In etwas 
größeren Tieren kann außerdem ein 
stark unregelmäßiges Lumen 
beobachtet werden (Pfeilspitzen). (I) 
Das Umsetzen dieser Tiere und eine 
weitere dreitägige Inkubation auf 
Kontrollplatten ermöglicht den 
arretierten Larven in etwa 68% aller 
Fälle (n=28/41) noch die Entwicklung zu 
adulten Tieren, die jedoch teilweise 
erhebliche Fehlbildungen von Darm 
(Pfeilspitze) und Gonade zeigen, 
trotzdem aber Nachkommen 
produzieren (E-G, oberes Tier). Es gibt 
aber auch Tiere, die eine korrekte 
Entwicklung zum adulten Stadium 
vollzogen haben (E-G, unteres Tier und 
H, Pfeilspitzen markieren normal 
ausgebildetes Darmlumen). In den 
verbleibenden 32% (n=13/41) ist der 
larvale Arrest dagegen nicht reversibel 
und führt zu larvaler Letalität (I). 
Eichstriche entsprechen 50 µm. 
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Abschließend sollten nun auch ifo-1(kc2) Tiere analog analysiert werden. Die Tiere 
der Kontrolle erreichen nach fünf Tagen bereits fast alle das adulte Stadium 
(Abbildung 3-15 A). Im Vergleich dazu arretieren alle untersuchten Larven nach 
Intoxikation bereits in einem sehr frühen Stadium und werden auch nach sieben 
Tagen nicht wesentlich größer (Abbildung 3-15 B-D). Sie weisen markante, 
blasenförmige Alterationen des Darmlumens auf (Pfeilspitzen), während 
beispielsweise eine Entwicklung des Gonadenprimordiums überhaupt nicht stattfindet 
(Abbildung 3-15 D, Pfeil). Auch ein Umsetzen dieser Tiere auf Kontrollplatten führt in 
keinem Fall zu einer Aufhebung des larvalen Arrests (n=0/56, Abbildung 3-15 G). 
Auffällig ist jedoch, dass die zur Auswertungszeit verbliebenen beiden Larven, im 
Vergleich über ein wesentlich gleichförmigeres Darmlumen verfügten (Abbildung 3-
15 E-F, Pfeilspitzen), als die bereits verstorbenen Tiere aus Abbildung 3-15 B-D. 
 
 
Abbildung 3-14: Der durch Cry5B-
Behandlung verursachte larvale 
Arrest ist in sma-5(n678) weniger 
reversibel als im Wildtyp. 
(A) Die Kontrolltiere erreichen nach 
sieben Tagen das frühe adulte Stadium. 
(B-D) Nach Intoxikation sind auch hier 
sehr viele Tiere in verschiedenen 
Stadien larval arretiert. (B) Früh 
arretierte Larven weisen bereits 
Symptome eines gehäuften Zelltods in 
Form von Vakuolenbildung auf (Pfeile), 
während in etwas größeren Stadien 
ebenfalls eine deutliche Weitung des 
Darmlumens (Pfeilspitzen) beobachtet 
werden kann (C-D). Der larvale Arrest ist 
auch in diesem Fall teilweise reversibel. 
Im Vergleich zum Wildtyp erreichen aber 
nur etwa 36% aller arretierten Larven 
noch das adulte Stadium (n=8/22, G, E) 
und produzieren Nachkommen. Bei den 
restlichen 64% (n=14/22, G) ist dies 
nicht der Fall und es kommt im späteren 
Verlauf zu larvaler Letalität. (F) Diese 
Tiere weisen meist ein stark geweitetes 
Darmlumen auf, in dem sogar einzelne 
vitale Bakterien zu beobachten sind 
(Pfeilspitzen). Eichstriche entsprechen 
20 µm. 
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Zusammengefasst konnte somit in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass die 
korrekte Organisation des Zytoskeletts nicht nur bei der Abwehr von PFTs, wie 
Cry5B, wichtig ist, sondern anscheinend auch einen wichtigen Anteil bei der 
anschließenden Reparatur der entstandenen Plasmamembranschäden im 
Darmepithel hat. 
 
 
 
Abbildung 3-15: Die Intoxikation 
von ifo-1(kc2) führt zu einem 
nicht reversiblen larvalen Arrest. 
(A) ifo-1(kc2) Kontrolltiere erreichen 
nach fünf Tagen bereits fast alle das 
adulte Stadium. (B-D) Nach Intoxikation  
arretieren dagegen alle untersuchten 
Larven bereits in einem sehr frühen 
Stadium und werden auch nach sieben 
Tagen nicht wesentlich größer. (C-D) 
Sie weisen markante, blasenförmige 
Alterationen des Darmlumens (Pfeil-
spitzen) und eine fehlende Entwicklung 
des Gonadenprimordiums (Pfeil) auf. 
(G) Das Umsetzen dieser Tiere auf 
Kontrollplatten führt zu keiner 
Aufhebung des larvalen Arrests 
(n=0/56), jedoch gelang den zur 
Auswertungszeit verbliebenen beiden 
Larven scheinbar die Ausbildung eines 
wesentlich gleichförmigeren Darm-
lumens (E-F, Pfeilspitzen). Eichstriche 
entsprechen 20 µm. 
Ergebnisse 
90 
3.2.3 Die Cry5B Intoxikation induziert im Wildtyp einen ifo-1 und sma-5 
Phänotyp und führt zu einer Fehlverteilung von IFO-1 und ACT-5 
 
Um zu untersuchen, welche Auswirkungen die Exposition durch PFTs auf die 
Lokalisierung und Expression des Zytoskeletts hat, wurden zunächst Embryonen des 
Wildtyps (N2) auf Platten mit einem JM103 Bakterienrasen gesetzt, die das 
pathogene PFT Cry5B von Bacillus thuringiensis exprimieren. Auf diese Weise 
nahmen bereits die geschlüpften L1-Larven das Toxin über ihre Nahrung auf. Nach 
einer Intoxikationsdauer von vier Tagen wurden die Därme der Tiere präpariert und 
mit einem IFB-2-Antikörper gefärbt.  
 
 
Abbildung 3-16: Die Intoxikation des Wildtyps durch das PFT Cry5B führt zu Akkumulierung 
von IFB-2 an der CeAJ und blasenförmigen Alterationen des Darmlumens. 
(A-F) Immunfluoreszenzfärbungen gegen IFB-2 an präparierten Därmen vom Wildtyp (N2) nach viertägiger 
Haltung auf JM103-Kontrollbakterien (A) oder Cry5B-exprimierenden JM103-Bakterien (B-F). Tiere, die nur auf 
JM103 Bakterien ohne PFT-Expression gehalten wurden zeigen ein wildtypisches Muster (A). Nach Intoxikation 
zeigten diese Tiere eine nicht homogene Verteilung von IFB-2, welches verstärkt an bestimmten Regionen der 
apikalen Membran akkumuliert (B-F, Pfeilspitzen). Das regelmäßige Muster in Tieren mit dem stärksten Phänotyp 
(C-D), lässt eine spezifische Akkumulierung an der CeAJ vermuten die bisher nur als ifo-1 Phänotyp beobachtet 
werden konnte. Zusätzlich konnten Invaginationen des Darmlumens beobachtet werden (C, Pfeil), die für eine 
Schwächung des Epithels gegenüber mechanischen Einflüssen sprechen und bislang nur im Zusammenhang mit 
dem Verlust der MAPK SMA-5 beschrieben worden sind. Eichstriche entsprechen 20 µm. 
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Während Tiere, die nur auf JM103 Bakterien ohne PFT-Expression gehalten wurden, 
ein wildtypisches Muster bezüglich des IFB-2-Signals aufwiesen (Abbildung 3-16 A), 
konnten nach Intoxikation verschiedene Phänotypen beobachtet werden. So zeigten 
diese Tiere generell eine nicht homogene Verteilung von IFB-2, welches verstärkt an 
bestimmten Regionen der apikalen Membran akkumuliert (Abbildung 3-16 B-F, 
Pfeilspitzen). Das scheinbar regelmäßige Muster in Tieren mit dem stärksten 
Phänotyp (Abbildung 3-16 C-D, Pfeilspitzen), lässt eine spezifische Akkumulierung 
an der CeAJ vermuten, die bisher nur als ifo-1 Phänotyp beobachtet werden konnte. 
Im Übrigen wurden ebenfalls Invaginationen des Darmlumens beobachtet (Abbildung 
3-16 C, Pfeil), die für eine Schwächung des Epithels gegenüber mechanischen 
Einflüssen sprechen und bislang nur im Zusammenhang mit dem Verlust der MAPK 
SMA-5 beschrieben worden sind. 
Aufgrund dieser prominenten Phänotypen, sollte in vivo ebenfalls die Lokalisierung 
von IFO-1 und ACT-5 nach Intoxikation analysiert werden. Die entsprechenden 
transgenen Reporterstämme wurden analog zu der eingangs erwähnten Methode 
intoxiniert und nach drei Tagen unter Nomarski-Optik und Fluoreszenz ausgewertet. 
 
 
Abbildung 3-17: Die Cry5B 
Intoxikation führt zur zyto-
plasmatischen Fehlverteilung von 
IFO-1. 
(A-A´) Tiere, die nur auf JM103 Bakterien 
ohne PFT-Expression gehalten wurden, 
werden adult und zeigen ein 
wildtypisches IFO-1::YFP-Muster. (B-D´) 
Nach dreitägiger Intoxikation arretieren 
die Tiere dagegen in unterschiedlichen 
Larvalstadien und es kommt zu einer 
deutlichen zytoplasmatischen Fehl-
verteilung von IFO-1::YFP entlang des 
gesamten Darmepithels. Eichstriche 
entsprechen 50 µm. 
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Während IFO-1::YFP in den adult gewordenen Kontrolltieren fast ausschließlich im 
subapikalen Terminalgeflecht der endotube lokalisierte (Abbildung 3-17 A-A´), konnte 
nach Intoxikation eine deutliche Fehlverteilung beobachtet werden (Abbildung 3-17 
B-D´). So zeigten diese arretierten Larven in manchen Regionen zwar noch eine 
schwache Fluoreszenz an der apikalen Membran, jedoch kommt es größtenteils zu 
einer zytoplasmatischen Umverteilung entlang des gesamten Darmepithels. Da IFO-
1 jedoch für eine korrekte Organisation des Zytoskeletts benötigt wird, kann man 
vermuten, dass die beobachtete Fehlverteilung von IFB-2 an die CeAJ hierdurch 
verursacht wird. Interessanterweise induziert die Intoxikation ebenfalls eine ähnliche 
Umverteilung von normalerweise apikal lokalisiertem ACT-5::YFP und führt sogar in 
Tieren mit dem stärksten Phänotyp zu einem kompletten Verlust des Signals 
(Abbildung 3-18 A-D´). Unter Beachtung der Tatsache, dass in ifo-1(kc2) ebenfalls 
eine Reduktion von Aktin beobachtet werden kann (siehe Abschnitt 3.1.6) und diese 
Tiere gegenüber Cry5B die stärksten physiologischen Defekte zeigen (siehe 
Abschnitt 3.2.1), welche nicht reversibel sind (siehe Abschnitt 3.2.2) kann man somit 
schlussfolgern, dass IFO-1 für eine effektive Abwehr gegenüber PFTs essentiell ist 
und zugleich aber auch selbst ein putatives target darstellt. 
 
 
Abbildung 3-18: Die Cry5B 
Intoxikation führt zur zyto-
plasmatischen Fehlverteilung und 
dem Verlust von ACT-5 
(A-A´) Tiere, die nur auf JM103 Bakterien 
ohne PFT-Expression gehalten wurden, 
werden adult und zeigen ein wildtypisches 
ACT-5::YFP-Muster. (B-C´) Nach drei-
tägiger Intoxikation arretieren die Tiere 
dagegen in unterschiedlichen Larval-
stadien und es kommt zu einer deutlichen 
zytoplasmatischen Fehlverteilung von 
ACT-5::YFP entlang des gesamten 
Darmepithels. In den Tieren mit dem 
stärksten Phänotyp kommt es sogar zu 
einem kompletten Verlust des 
Fluoreszenzsignals. Eichstriche ent-
sprechen 50 µm. 
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3.2.4 Die Aufnahme von Cry5B führt zu einer verstärkten Expression von 
IFB-2a und PEPT-1 
 
Basierend auf diesen Erkenntnissen sollte nun anhand von 
Immunfluoreszenzaufnahmen geklärt werden, inwieweit die Aufnahme von Cry5B 
durch C. elegans zu einer Veränderung des Expressionslevels von IFB-2 führt. 
Hierzu wurden die Tiere vom Wildtyp (N2) jeweils drei bzw. vier Tage auf 
entsprechenden Platten inkubiert und anschließend an präparierten Därmen eine 
IFB-2-Antikörperfärbung durchgeführt. Die Ergebnisse der anschließenden 
Quantifizierung des Fluoreszenzsignals sind in Abbildung 3-19 A-B dargestellt. So 
kann bereits nach einer Intoxikationsdauer von drei Tagen ein signifikanter Anstieg 
von IFB-2 in den Därmen (13792,29±2535,98, n=17) im Vergleich zur Kontrolle 
(11649,61±2745,22, n=14, p<0,05) nachgewiesen werden. Dieser Effekt verstärkt 
sich bei einer entsprechenden Verlängerung der Intoxikationsdauer auf vier Tage 
weiter, so dass diese Tiere im Durchschnitt etwa 90% mehr IFB-2 exprimieren 
(66729,63±18400,49, n=19) als vergleichbare Tiere der Kontrolle 
(34974,70±7358,50, n=14, p<0,0001). 
 
Abbildung 3-19: Die Behandlung des Wildtyps mit Cry5B führt zu einer verstärkten Expression 
von IFB-2 in Abhängigkeit von der Intoxikationsdauer. 
(A-B) Quantifizierungsergebnisse auf Basis von Immunfluoreszenzfärbungen gegen IFB-2 an präparierten 
Därmen vom Wildtyp (N2) nach drei- bzw. viertägiger Haltung auf JM103-Kontrollbakterien oder Cry5B-
exprimierenden JM103-Bakterien. (A) Bereits nach einer Intoxikationsdauer von drei Tagen kann ein signifikanter 
Anstieg von IFB-2 (13792,29±2535,98, n=17) im Vergleich zur Kontrolle (11649,61±2745,22, n=14, p<0,05) 
beobachtet werden. (B) Im Falle einer Verlängerung der Intoxikationsdauer auf insgesamt vier Tage exprimieren 
diese Tiere im Durchschnitt sogar etwa 90% mehr IFB-2 (66729,63±18400,49, n=19) als vergleichbare Tiere der 
Kontrolle (34974,70 ±7358,50, n=14, p<0,0001). Fehlerindikatoren repräsentieren Standardabweichungen der 
jeweiligen Mittelwerte (SD). 
 
Da in ifo-1(kc2) Tieren ebenfalls eine Erhöhung des Expressionslevels festgestellt 
werden konnte (siehe Abschnitt 3.1.4), sollte nun geklärt werden, ob die Intoxikation 
durch Cry5B auch mit einer Überexpression der längeren Isoform a von IFB-2 (IFB-
2a) korreliert. Aus diesem Grund wurden Western Blots auf Basis von 
Gesamtwurmlysaten nach einer Intoxikationsdauer von fünf Tagen durchgeführt und 
eine anschließende Quantifizierung durchgeführt. 
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Bereits bei Betrachtung der Bandenstärke der beiden IFB-2-Isoformen kann ein 
deutlicher Unterschied erkannt werden (Abbildung 3-20 A). So kommt es nach 
Intoxikation ebenfalls, wie in ifo-1(kc2), zu einer Verschiebung des Expressionslevels 
zugunsten von IFB-2a. Durch eine anschließende Quantifizierung der beiden 
Isoformen (Abbildung 3-20 B) wird diese Aussage weiter untermauert. Während in 
Kontrolltieren beide Isoformen annähernd gleich stark exprimiert werden (IFB-2a: 
37851,33± 5699,62, n=4 vs. IFB-2 c: 29511,17±8937,31, n=4, p>0,05), kommt es 
nach Intoxikation durch Cry5B zu einer deutlichen Erhöhung des Expressionslevels 
von IFB-2a (162161,36±69182,49, n=4) im Vergleich zu IFB-2c (58463,22± 
26811,72, n=4, p<0,05). 
 
Abbildung 3-20: Die Zunahme von IFB-2 korreliert, wie in ifo-1(kc2), mit einer 
überproportionalen Zunahme der Isoform a. 
(A) Der Western Blot zeigt das IFB-2-Signal auf Basis von Gesamtwurmlysaten vom Wildtyp (N2) nach 
fünftägiger Haltung auf JM103-Kontrollbakterien oder Cry5B-exprimierenden JM103-Bakterien. Nach Intoxikation 
kann, wie in ifo-1(kc2), eine Verschiebung des Expressionslevels zugunsten von IFB-2a beobachtet werden. (B) 
Die Quantifizierung zeigt, dass in den Kontrolltieren beide Isoformen annähernd gleich stark exprimiert werden 
(IFB-2a: 37851,33± 5699,62, n=4 vs. IFB-2 c: 29511,17±8937,31, n=4, p>0,05), während die Intoxikation zu einer 
deutlichen Erhöhung des Expressionslevels von IFB-2a (162161,36±69182,49, n=4) im Vergleich zu IFB-2c 
(58463,22± 26811,72, n=4, p<0,05) führt. (C) Während sowohl in drei als auch fünf Tage alten Kontrolltieren das 
Expressionsverhältnis nahezu ausgeglichen ist (Kontrolle 3d: 1,24± 0,06, n=2 vs. Kontrolle 5d: 1,32±0,18, n=4, 
p>0,05), kommt es bereits nach dreitägiger Intoxikation zu einer leichten, jedoch nicht signifikanten, Verschiebung 
des Expressionsmusters zugunsten von IFB-2a (Cry5B 3d: 1,89±0,31, n=2, p>0,05). (D) Eine Verlängerung der 
Intoxikationsdauer auf fünf Tage führt dagegen zu einer signifikanten Überexpression von IFB-2a, welches im 
Durchschnitt 2,8-mal häufiger vorkommt als IFB-2c (Cry5B 5d: 2,80±0,22, n=4, p<0,0001). Fehlerindikatoren 
repräsentieren Standardabweichungen der jeweiligen Mittelwerte (SD). 
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Um zu überprüfen, ob dieser Effekt auch abhängig von der Dauer der Intoxikation ist, 
wurde außerdem das Expressionsverhältnis von IFB-2a zu IFB-2c nach jeweils drei 
Tagen und fünf Tagen bestimmt (Abbildung 3-20 C-D). Während in Kontrolltieren das 
Expressionsverhältnis in beiden Fällen nahezu ausgeglichen ist (Kontrolle 3d: 1,24± 
0,06, n=2 vs. Kontrolle 5d: 1,32±0,18, n=4, p>0,05), kann nach dreitägiger 
Intoxikation bereits eine leichte Verschiebung des Expressionsmusters zugunsten 
von IFB-2a beobachtet werden, die allerdings nicht signifikant ist (Cry5B 3d: 
1,89±0,31, n=2, p>0,05). Eine Verlängerung der Intoxikationsdauer um weitere zwei 
Tage führt dagegen zu einer signifikanten Überexpression von IFB-2a, welches im 
Durchschnitt 2,8-mal häufiger vorkommt als IFB-2c (Cry5B 5d: 2,80±0,22, n=4, 
p<0,0001). Die überproportionale Expression von IFB-2a in ifo-1(kc2), wird dagegen 
durch eine zusätzliche fünftägige Intoxikation nicht weiter erhöht (ifo-1(kc2) Kontrolle 
5d: 2,56±0,53, n=5 vs. ifo-1(kc2) Cry5B 5d: 2,08±0,43, n=5, p>0,05). 
Zusammenfassend kann somit gesagt werden, dass Cry5B in C. elegans nicht nur 
insgesamt zu einer Erhöhung des Expressionslevels von IFB-2, sondern auch zu 
einer drastischen Verschiebung des Expressionsverhältnisses zugunsten der 
längeren Isoform a in Abhängigkeit von der Intoxikationsdauer führt, die auch in ifo-
1(kc2) Mutanten beobachtet werden kann. 
Aufgrund der massiven Überexpression von IFB-2 und den starken physiologischen 
Defekten (siehe Abschnitt 3.2.1), sollte nun überprüft werden, inwieweit die 
Aufnahme von Peptiden aus dem Darmlumen nach Intoxikation beeinträchtigt ist. 
Hierzu wurden nach einer fünftägigen Behandlung mit Cry5B Western Blot Analysen 
mit einem polyklonalen PEPT-1-Antikörper auf Basis von Gesamtwurmlysaten 
durchgeführt. Bereits bei Betrachtung der Banden kann, auch unter Berücksichtigung 
der viel schwächeren Ladekontrolle, trotzdem ein vergleichsweise starkes Signal in 
den Tieren nach Intoxikation nachgewiesen werden (Abbildung 3-21 A). 
Dieses Ergebnis wird durch die anschließende Quantifizierung bestätigt. So weisen 
Kontrolltiere eine fast dreimal geringere Expressionsrate von PEPT-1 auf 
(12706,28±3578,90, n=4), als Tiere nach Behandlung mit Cry5B 
(35811,11±13966,19, n=4, p<0,05, Abbildung 3-21 B). Interessanterweise konnte 
bereits im ifo-1(kc2) Hintergrund eine gesteigerte Expressionsrate von PEPT-1 im 
Vergleich zum Wildtyp (N2) beobachtet werden (siehe Abschnitt 3.1.4). Aus diesem 
Grund sollte auch in ifo-1(kc2) Tieren überprüft werden, ob die Expression von 
PEPT-1 nach Intoxikation weiter verstärkt wird. Western Blot Analysen auf Basis von 
Gesamtwurmlysaten konnten jedoch in diesem Fall keinen weiteren Anstieg 
nachweisen (ifo-1(kc2) Kontrolle: 7536,65± 4154,96 vs. ifo-1(kc2) Cry5B: 8054,53± 
3832,91, n=3, p>0,05). Neben dem direkten Effekt von Cry5B, nämlich der 
substantiellen Zerstörung zellulärer Integrität und Störung des Membranpotentials 
(Bischofberger et al, 2009) in Verbindung mit einer Fehllokalisierung des Zytoskeletts 
und dessen Organisators IFO-1, kommt es also im Wildtyp auch zu einer verstärkten 
Expression des Peptidtransporters PEPT-1. Möglicherweise soll diese den Verlust 
von PEPT-1 an der apikalen Membran aufgrund der endosomalen Degradierung 
benachbarter Poren kompensieren. 
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Abbildung 3-21: Nach Intoxikation kommt es im Wildtyp zu einer verstärkten Expression des 
Peptid-Transporters PEPT-1 
(A) Der Western Blot zeigt das PEPT-1-Signal auf Basis von Gesamtwurmlysaten vom Wildtyp (N2) nach 
fünftägiger Haltung auf JM103-Kontrollbakterien oder Cry5B-exprimierenden JM103-Bakterien. Nach Intoxikation 
kann bei Betrachtung der Bandenstärke, auch unter Berücksichtigung der schwachen Ladekontrolle, eine 
vergleichsweise prominente Bande in den Tieren nach Intoxikation nachgewiesen werden. (B) Gemäß 
Quantifizierung weisen Kontrolltiere eine fast dreimal geringere Expressionsrate von PEPT-1 auf 
(12706,28±3578,90, n=4), als Tiere nach Intoxikation (35811,11±13966,19, n=4, p<0,05). Fehlerindikatoren 
repräsentieren Standardabweichungen der jeweiligen Mittelwerte (SD). 
 
3.2.5 sma-5(n678) und ifo-1(kc2) zeigen nach Cry5B Intoxikation sowohl 
eine Umverteilung von Intermediärfilamenten zur apikalen 
Kontaktstruktur als auch blasenförmige Invaginationen des 
Lumens 
 
Basierend auf diesen Erkenntnissen sollte abschließend auch überprüft werden, ob 
es aufgrund der Intoxikation durch Cry5B in den beiden Mutanten sma-5(n678) und 
ifo-1(kc2) mit bereits fehlerhafter Organisation des intestinalen Intermediärfilament-
Zytoskeletts zu weiteren Phänotypen bezüglich der Lokalisierung von IFs kommt. Zu 
diesem Zweck wurden die entsprechenden Tiere drei Tage auf Kontrollplatten oder 
Platten mit Cry5B-exprimierenden JM103 Bakterien ab dem Embryonalstadium 
inkubiert und anschließend ihre präparierten Därme mit Antikörpern gegen IFB-2 und 
IFC-2 gefärbt. Während in Kontrolltieren des Wildtyps eine normale Verteilung 
entlang des Terminalgeflechts der endotube beobachtet werden kann (Abbildung 3-
22 A-A´), kommt es nach Cry5B-Behandlung zu den bereits in Abschnitt 3.2.3 
beschriebenen Phänotypen, wie blasenförmige Alterationen des Darmlumens (Pfeile) 
und Akkumulierung von Intermediärfilamenten an den junktionalen 
Kreuzungspunkten (Abbildung 3-22 B-C´, Pfeilspitzen). sma-5(n678) Kontrolltiere 
weisen dagegen, die bereits beschriebenen (Gerhardus, 2009; Hüsken, 2008) 
starken blasenförmigen Alterationen des gesamten Darmlumens auf (Abbildung 3-22 
D-D´). Interessanterweise kommt es nach Behandlung mit Cry5B zu einem neuen 
Phänotyp. So scheinen diese Tiere nun zusätzlich eine Akkumulierung von 
Intermediärfilamenten entlang der CeAJ aufzuweisen (Abbildung 3-22 E-F´, 
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Pfeilspitzen). Bei der Betrachtung von ifo-1(kc2) Kontrolltieren kann dagegen, die 
bereits beschriebene (Carberry et al, 2012; Hüsken, 2008; Wiesenfahrt, 2010) 
Fehlverteilung von Intermediärfilamenten an CeAJ und zu zytoplasmatischen 
Aggregaten nachvollzogen werden (Abbildung 3-22 G-G´). Aber auch hier führt die 
Intoxikation zur Entstehung eines neuen, zusätzlichen Phänotyps: Dem Auftreten von 
blasenförmigen Alterationen des Darmlumens (Abbildung 3-22 H-I´, Pfeile), die man 
bereits in Abschnitt 3.2.2 unter Nomarski-Optik beobachten konnte. 
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Abbildung 3-22: Nach Intoxikation zeigen sma-5(n678) und ifo-1(kc2) sowohl eine Umverteilung von Intermediärfilamenten zur CeAJ als auch blasenförmige Invaginationen 
des Darmlumens. 
(A-I´) Immunfluoreszenzfärbungen gegen IFB-2 und IFC-2 an präparierten Därmen von Wildtyp (N2) (A-C´), sma-5(n678) (D-F´) und ifo-1(kc2) (G-I´) nach dreitägiger Haltung auf JM103-Kontrollbakterien 
(A-A´, D-D´ und G-G´) oder Cry5B-exprimierenden JM103-Bakterien (B-C´, E-F´ und H-I´). Die Kontrolltiere des Wildtyps zeigen eine normale Verteilung entlang des Terminalgeflechts der endotube (A-A´), 
während es nach Cry5B-Behandlung zu blasenförmigen Alterationen des Darmlumens (Pfeile) und Akkumulierung von Intermediärfilamenten an den junktionalen Kreuzungspunkten kommt (B-C´, 
Pfeilspitzen). Die sma-5(n678) Kontrolle weist dagegen, die bereits beschriebenen starken blasenförmigen Alterationen des gesamten Darmlumens auf (D-D´). Die Behandlung mit Cry5B führt zu einem 
neuen Phänotyp. So weisen diese Tiere nun zusätzlich eine Akkumulierung von Intermediärfilamente entlang der CeAJ auf (E-F´, Pfeilspitzen). ifo-1(kc2) Tiere der Kontrolle zeigen dagegen, die bereits 
beschriebene Fehlverteilung von Intermediärfilamenten an CeAJ und zu zytoplasmatischen Aggregaten (G-G´). Auch hier führt die Intoxikation zur Entstehung eines neuen, zusätzlichen Phänotyps: Dem 
Auftreten von blasenförmigen Alterationen des Darmlumens (H-I´, Pfeile). Eichstriche entsprechen 10 µm. 
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Interessanterweise wurde diese Kombination beider Phänotypen bereits schon 
einmal beobachtet: Während das Fehlen von SMA-5 bedingt durch RNAi oder 
Deletion immer zu den blasenförmigen Alterationen des Darmlumens führt 
(Abbildung 3-23 B-C´´), kommt es nach zusätzlichen ifo-1(RNAi) auch noch zu der 
Fehllokalisierung von Intermediärfilamenten, wie IFB-2, an CeAJ und zu 
zytoplasmatischen Aggregaten (Abbildung 3-23 D-D´). 
In dieser Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass IFO-1 und SMA-5 eine 
entscheidende Funktion bei der Abwehr gegenüber PFTs ausüben, da ihr jeweiliges 
Fehlen eine Hypersensitivität induziert. Gleichzeitig stellen beide Proteine aufgrund 
der nach Intoxikation aufgetretenen ifo-1 und sma-5 Phänotypen wahrscheinlich 
auch Angriffsziele von PFTs dar und ermöglichen somit einen neuen Einblick in die 
Funktionsweise porenbildender Toxine in C. elegans.  
 
 
Abbildung 3-23: Die Durchführung von ifo-1(RNAi) in sma-5(n678) führt zu einer Umverteilung 
von Intermediärfilamenten zur CeAJ in Kombination mit blasenförmigen Invaginationen des 
Darmlumens. 
(A-I´) Immunfluoreszenzfärbungen gegen IFB-2 (grün in A-D´) und IFO-1 (rot in A-D und A´´-D´´) an präparierten 
Därmen von OLB11 (A-A´´), sma-5(RNAi) (B-B´´), sma-5(n678) (C-C´´) und ifo-1(RNAi) in sma-5(n678) (D-D´´). 
Das Fehlen von SMA-5 bedingt durch RNAi oder Deletion führt zu blasenförmigen Alterationen des Darmlumens  
(B-C´´). Nach ifo-1(RNAi) in sma-5(n678) tritt mit der Fehllokalisierung von Intermediärfilamenten, wie IFB-2, an 
CeAJ und zu zytoplasmatischen Aggregaten ein zusätzlicher Phänotyp neben den Invaginationen auf (D-D´, 
Pfeile markieren Bereiche mit blasenförmigen Alterationen des Darmlumens). Eichstriche entsprechen 20 µm. 
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3.3 EMS Mutagenese Screens zur Identifizierung von Intestinal-
Filament-Organizer (IFO-1) Lokalisatoren und ifo-1 Suppressoren 
 
Mit IFO-1 konnte bereits ein Organisator des intestinalen Zytoskeletts identifiziert 
werden, jedoch ist bislang wenig über seine Funktionsweise bekannt. Aus diesem 
Grund sollten mit Hilfe des genetischen Modellorganismus C. elegans neue IFO-1-
Organisatoren und -Modulatoren identifiziert werden, um die zugrunde liegenden 
molekularen Mechanismen in diesem gut zugänglichen in vivo Modell besser zu 
verstehen. (1) Hierzu sollten stabile transgene Wurmstämme generiert werden, die 
eine hochcharakteristische, leicht detektierbare und eine dem nativen 
Expressionsmuster von IFO-1 entsprechende Verteilung aufweisen und im Rahmen 
eines RNAi-Pilot-Screens geprüft werden, ob Veränderungen dieses Musters gut 
detektierbar sind. (2) Im nächsten Schritt sollten diese Würmer dann in einem 
genomweiten optischen EMS-Screen eingesetzt werden, in dem Tiere mit einer 
alterierenden IFO-1-Verteilung isoliert und die betroffenen Gene zu identifizieren 
sind. (3) Bei einer abschließenden Charakterisierung der phänotypischen 
Veränderungen im funktionellen und zellbiologischen Kontext, in dessen Rahmen 
auch isolierte Suppressoren des ifo-1 Phänotyps miteinbezogen werden, sollten 
schließlich neue Erkenntnisse bezüglich der Regulation des Zytoskeletts im 
Darmepithel gewonnen werden. 
 
3.3.1 Verteilungsmuster von IFO-1 im Wildtyp 
 
3.3.1.1 Tests zur Spezifität des IFO-1 Antikörpers 
 
Für bereits erfolgte Expressionsstudien wurden bisher nicht integrierte ifo-1::yfp und 
ifo-1::cfp Reporterkonstrukte verwendet, die den ifo-1 Phänotyp bezüglich der IFB-2-
Fehlverteilung vollständig retten konnten. Diese lokalisieren am periluminalen, 
subapikalen Zytoplasma der Darmzellen zusammen mit IFB-2 (Carberry et al, 2012; 
Hüsken, 2008; Wiesenfahrt, 2010). 
Um die Expression von endogenen IFO-1 weiter zu untersuchen, wurden daher IFO-
1 Antikörper in zwei verschiedenen Meerschweinchen (gp44 und gp45) hergestellt, 
die gegen einen Peptidmix (Peptid 1: Position 19-39, Peptid 2: Position 386-405) 
immunisiert worden sind (Peptide Specialty Laboratories, Heidelberg). Bei der 
anschließenden Säulenaufreinigung konnten somit jeweils in den Fraktionen 3-5 
insgesamt vier verschiedene Peptidantikörper erfolgreich aus dem Serum isoliert 
werden (Abbildung 3-24 A), die nach SDS-Gelauftrennung und Coomassie-Färbung 
spezifische Banden in Höhe der leichten und schweren Ketten zeigen (25 bzw. 55 
kDa, Abbildung 3-24 B). Die weitergehende Immunfluoreszenzfärbung mit allen 
isolierten Peptidantikörpern, spiegelt eindeutig das bereits in den Reportern 
beobachtete Expressionsmuster wieder (Fig 3-24 C-F´´). So lokalisiert das Signal 
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entlang der apikalen Membran der embryonalen Darmzellen, wobei der gegen Peptid 
2 gerichtete Antikörper aus dem Tier gp44 die geringste unspezifische Färbung zeigt 
(Abbildung 3-24 D-D´) und aus diesem Grund als Standard für IFO-1 
Immunfluoreszenzfärbungen ausgewählt wurde.  
 
 
Abbildung 3-24: Tests zur Spezifität des IFO-1 Antikörpers nach erfolgter Aufreinigung. 
Zur Untersuchung der Expression des endogenen IFO-1, wurden IFO-1 Antikörper in zwei verschiedenen 
Meerschweinchen (gp44 und gp45) hergestellt, die gegen einen Peptidmix (Peptid 1: Position 19-39, Peptid 2: 
Position 386-405) immunisiert worden sind (Peptide Specialty Laboratories, Heidelberg). Nach erfolgter 
Säulenaufreinigung (A) konnten somit jeweils in den Fraktionen 3-5 insgesamt vier verschiedene Peptidantikörper 
erfolgreich isoliert werden, die nach SDS-Gelauftrennung und Coomassie-Färbung (B) spezifische Banden in 
Höhe der leichten und schweren Ketten zeigen (25 bzw. 55 kDa). Immunfluoreszenzfärbungen mit allen isolierten 
Peptidantikörpern (rot in C-F; invertiert in C´-F´) und gegen AJM-1 (grün in C-F; invertiert in C´´-F´´) im Wildtyp 
(N2), zeigen eine eindeutig Lokalisierung von IFO-1 entlang der apikalen Membran der embryonalen Darmzellen, 
wobei der gegen Peptid 2 gerichtete Antikörper aus dem Tier gp44 die geringste unspezifische Färbung zeigt (D-
D´). Eichstrich entspricht 10 µm. 
 
Abschließend sollten ebenfalls die beiden, während des EMS Mutagenese Screens, 
isolierten ifo-1 Allele kc2 und kc3 mit diesem Antikörper analysiert werden. Während 
im Wildtyp (WT) eine Kolokalisierung von IFO-1 und IFB-2 beobachtet werden kann 
(Abbildung 3-25 A-A´´), zeigt sich im schwächeren kc3 Allel noch keine 
Fehlverteilung von IFB-2 jedoch ein deutlich schwächeres IFO-1-Signal (Abbildung 3-
25 B-B´´). Unter Berücksichtigung einer bereits erfolgten Lokalisierung der Mutation 
im Bereich einer splicing-Stelle bei 919 bp und der Tatsache, dass sich die 
Fehlverteilung erst über die weitere larvale  Entwicklung ausprägt (Carberry et al, 
2012; Hüsken, 2008; Wiesenfahrt, 2010), lässt sich somit vermuten, dass IFO-1 in 
diesen Tieren zwar exprimiert jedoch aufgrund seiner fehlerhaften Bildung wieder 
abgebaut wird. Im stärkeren kc2 Allel kann dagegen kein IFO-1 mehr detektiert 
werden und es kommt bereits zur Fehlverteilung von IFB-2 (Abbildung 3-25 C-C´´). 
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Im Hinblick auf die ebenfalls bereits bekannte Lokalisierung der Mutation von kc2 bei 
79 bp, die in einem frühen Stopp der Translation resultiert, kann damit von einem 
knockout ausgegangen werden.  
Die aufgereinigten Peptidantikörper weisen somit eine hohe Spezifität bei der 
Detektierung von IFO-1 im Rahmen einer Immunfluoreszenzfärbung auf. 
 
 
Abbildung 3-25: Die aufgereinigten Peptid-Antikörper detektieren IFO-1 nur in Wildtyp und mit 
verringerter Intensität auch in ifo-1(kc3) entlang des Darmlumens, in ifo-1(kc2) dagegen nicht. 
(A-C´´) Immunfluoreszenzaufnahmen von 2-fold Embryonen des Wildtyps (A-A´´), ifo-1(kc3) (B-B´´) und ifo-1(kc2) 
(C-C´´) gegen IFB-2 (grün in A-C; invertiert in A´-C´) und IFO-1 (gp44 Peptid 2; rot in A-C; invertiert in A´´-C´´). 
Während im Wildtyp eine Kolokalisierung von IFO-1 und IFB-2 beobachtet werden kann (A-A´´), zeigt sich im 
schwächeren kc3 Allel noch keine Fehlverteilung von IFB-2 jedoch ein deutlich schwächeres IFO-1-Signal (B-B´´). 
Im kc2 Allel kann dagegen kein IFO-1 mehr detektiert werden und es kommt bereits zur Fehlverteilung von IFB-2 
(C-C´´). Es kann somit von einem knockout-Allel ausgegangen werden. Eichstrich entspricht 10 µm. 
 
3.3.1.2 Generation eines integrierten Reporterstammes zum Nachweis 
der IFO-1 Verteilung  
 
Die immunhistologischen Analysen (siehe Abschnitt 3.3.1.1) in Kombination mit 
bereits erfolgten Expressionsanalysen aufgrund von Reportern, zeigen eine 
hochspezifische und leicht zu identifizierende Lokalisierung von IFO-1 im apikal 
gelegenen Terminalgeflecht der endotube. Die gute Dokumentierbarkeit und die 
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Tatsache, dass das Fehlen von IFO-1 zu einem kompletten Verlust des, auch in 
Vertebraten vorkommenden, Terminalgeflechts führt, forderte die Durchführung eines 
optischen Screens in einem integrierten ifo-1::yfp Reporter nach erfolgter EMS 
Mutagenese. Diese Tatsache wurde insofern weiter untermauert, dass bis dato noch 
kein möglicher Interaktionskandidat von IFO-1, beispielsweise über Hefe-2-Hybrid-
Analysen (Dr. Felkl, persönliche Mitteilung), gefunden werden konnte. 
 
 
Abbildung 3-26: Der stabile Integrant BJ186 zeigt ein, der endogenen IFO-1-Verteilung 
entsprechendes, Fluoreszenzmuster.  
Durch Integration des extrachromosomalen ifo-1p::ifo-1::yfp arrays mittels UV-Bestrahlung konnte eine stabile 
Linie isoliert werden (BJ186). Nach Auskreuzung der weiteren Mutationen wurde in vivo das Fluoreszenzmuster 
des Reporters hinsichtlich seiner Lokalisierung dokumentiert (A-C´). Das Muster spiegelt während der larvalen 
Entwicklung bis zum adulten Tier die endogene Verteilung von IFO-1 wieder. IFO-1::YFP lokalisiert fast 
ausschließlich im subapikalen Terminalgeflecht der endotube und in multiplen fluoreszierenden 
zytoplasmatischen Granula. Eichstriche entsprechen 50 µm. 
 
Die hierfür notwendigen Vorarbeiten wurden dankenswerterweise bereits von Dr. 
Carberry durchgeführt, die ein entsprechendes ifo-1p::ifo-1::yfp Reporterkonstrukt 
hergestellt und zusammen mit einem myo-3p::mCherry::unc-54 als Ko-
Injektionsmarker in den Wildtyp (N2) injiziert hat. Der so generierte Stamm BJ154 
trug das Transgen als extrachromosomales array, dessen Expressionsmuster 
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(Hüsken, 2008) identisch mit dem nach Immunfluoreszenzfärbung gegen IFO-1 ist. 
Da nicht integrierte Reporterstämme jedoch ihr Konstrukt nicht an alle ihre 
Nachkommen weitergeben und die Möglichkeit einer Mosaikentwicklung gegeben ist, 
sind diese nicht für einen optischen Screen geeignet. Für die Generierung eines 
Stammes mit möglichst invariablen und stabilen Fluoreszenzmustern mussten 
deshalb Linien isoliert werden, in denen das Transgen stabil ins Genom integriert 
wird. Diese Integration des arrays erfolgte durch ungerichtete Strangbrüche, 
hervorgerufen durch dosierte UV-Bestrahlung. Auf diese Weise konnte eine stabile 
Linie isoliert werden (BJ186). Nach Auskreuzung der weiteren Mutationen wurde in 
vivo das Fluoreszenzmuster des Reporters hinsichtlich seiner Lokalisierung 
dokumentiert (Abbildung 3-26 A-C´). Das Muster ist sowohl während der 
Embryogenese (siehe Abschnitt 3.3.5.2.1) als auch während der larvalen 
Entwicklung bis zum adulten Tier identisch mit der endogenen Verteilung von IFO-1. 
So lokalisiert IFO-1::YFP fast ausschließlich im subapikalen Terminalgeflecht der 
endotube. Außerdem können multiple fluoreszierende zytoplasmatische Granula 
beobachtet werden. 
Aufgrund der identischen Lokalisierung von IFO-1::YFP mit dem endogenen IFO-1-
Muster, kann man den Schluss ziehen, dass der ifo-1::yfp Stamm BJ186 ein 
zuverlässiger Reporter für die weitere Untersuchung von IFO-1-Verteilung und -
Dynamik ist. 
 
3.3.1.3 Chromosomale Lokalisierung der ifo-1::yfp Integration 
 
Für die chromosomale Lokalisierung der ifo-1::yfp Integration, wurde ein Verfahren 
des von Davis und Kollegen (Davis et al, 2005) etablierten Systems zur genetischen 
Kartierung mit Hilfe von Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) durchgeführt, die 
durch Verpaarung mit Hawaii-Männchen eingekreuzt werden. Die Auswahl von acht 
gleichmäßig über jedes Chromosom verteilten SNPs, die alle eine DraI-
Restriktionsschnittstelle modifizieren und mit Hilfe von Amplimeren unter gleichen 
Bedingungen genotypisiert werden können, ermöglicht eine schnelle und zugleich 
präzise Durchführung in 96-Loch-Platten. Die Ermittlung des Integrationsorts kann im 
späteren Verlauf nützlich sein, beispielsweise für eventuelle Kreuzungen mit anderen 
Mutanten. 
Zur Lokalisierung des Integrationsortes wurden als erstes bis zu acht Hawaii-
Männchen mit einem Hermaphroditen von BJ186 verpaart. Nach Vereinzelung der 
F1-Generation wurde schließlich die F2-Generation zur weiteren Analyse verwendet, 
bei der ein Pool aus 30 fluoreszierenden mutanten Tieren (homozygot bzw. 
heterozygot für das Transgen) und ein weiterer Pool aus 30 nicht-fluoreszierenden 
wildtypischen Tieren untersucht wurden. Die Auswertung der resultierenden Gelbilder 
erfolgte aufgrund der Amplifikationsstärke von Hawaii- und N2-DNA-Fragmenten 
(Abbildung 3-27). Lag der Ort der Integration nicht auf dem untersuchten 
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Chromosom, so konnte keine Veränderung der Amplifikationsstärke detektiert 
werden. Eine Kopplung, der durch Integration verursachten, genetischen 
Veränderung führt dagegen dazu, dass die DNA mutanter Tiere eine stärkere 
Amplifikation von N2-DNA-Fragmenten und zugleich schwächere Amplifikation von 
Hawaii-Banden im Vergleich zu wildtypischen Tieren aufwiesen. Dieser Unterschied 
in der Amplifikation zwischen mutanten und wildtypischen DNA-Fragmenten wurde 
schließlich umso größer, je näher der betrachtete SNP am Integrationsort lag und 
ermöglichte hierdurch eine grobe subchromosomale Lokalisierung auf dem III. 
Chromosom. 
 
Abbildung 3-27: Gelbilder der Genotypisierung aller 48 SNPs zur chromosomalen 
Lokalisierung der Integration von ifo-1::yfp in BJ186. 
Jedes Gelbild zeigt die Genotypisierung von jeweils acht SNPs eines Chromosoms (I-X). Dabei sind die 
Amplifikationsprodukte von mutanten (mut) und wildtypischen (wt) Tieren für jeweils jeden SNP nebeneinander 
aufgetragen. Da auf den Chromosomen I, II, IV, V und X kein Unterschied in den Bandenstärken von N2 und 
Hawaii vorliegt, kann dort auch nicht die Integration stattgefunden haben. Eine Kopplung liegt dagegen auf dem 
Chromosom III vor, da die Amplifikationsstärken von einigen N2- und Hawaii-SNPs zwischen mutanten und 
wildtypischen DNAs einen deutlichen Unterschied aufweisen (siehe rot umrandete Spuren). 
 
3.3.2 Detektierbarkeit möglicher phänotypischer Veränderungen im IFO-
1::YFP Muster 
 
Das Hauptziel bei der Generierung eines transgenen Reporterstamms war die 
mögliche Verwendung in einem optischen Screen, bei dem nach Veränderungen der 
spezifischen Lokalisierung von IFO-1::YFP gesucht werden soll. Dieser sollte nach 
Möglichkeit eine einfache Identifizierung von möglichen Veränderungen des 
stereotypen Verteilungsmusters unter dem Fluoreszenzbinokular und somit einen 
schnellen Ablauf beim screening ermöglichen. Als besonderen Härtefall kann man, 
aufgrund ihrer geringen Größe, die Detektion von Veränderung in vivo im Embryo 
einstufen. Da bisher nichts über Proteine bekannt war, die eine Lokalisierung von 
Ergebnisse 
106 
IFO-1 beeinflussen und die Detektierbarkeit phänotypischer Veränderungen im IFO-
1::YFP Muster überprüft werden sollte, wurde im Rahmen eines RNAi-Pilot-Screens 
geprüft, ob möglicherweise u.a. Komponenten der CeAJ beteiligt sind (Abbildung 3-
28). 
 
 
Abbildung 3-28: Kandidatengene des RNAi-Pilot-Screens, sortiert nach der bisher bekannten 
Lokalisierung der entsprechenden Proteine im Darmepithel (laut Internetplattform Wormbase). 
Die Kandidaten wurden im Rahmen des RNAi-Pilot-Screens, sowohl postembryonal als auch embryonal 
herunterreguliert und anschließend mögliche Auswirkungen auf die Verteilung von IFO-1::YFP analysiert. 
 
Anhand des IFO-1::YFP Musters konnte nach RNAi gegen Komponenten des 
Cadherin-Catenin-Komplex (CCC), wie HMR-1/Cadherin, HMP-1/α-Catenin, HMP-
2/β-Catenin und HMP-1+HMP-2, jedoch keine Beeinträchtigung der apikalen 
Lokalisierung beobachtet werden (Abbildung 3-29 A-E). Im Fall von dlg-1(RNAi) 
kommt es dagegen bei Betrachtung unter hoher Vergrößerung zu einer leichten 
Akkumulierung an den Kreuzungspunkten der CeAJ (Abbildung 3-29 F-F´, Pfeile), 
während eine kombinierte Schwächung von CCC und DLG-1-AJM-1-Komplex (DAC) 
diesbezüglich keine Verstärkung zeigte (Abbildung 3-29 G). Die einzige Ausnahme 
wurde bei let-413(RNAi) registriert, welches zu einem Verlust von IFO-1::YFP an der 
apikalen und somit Fehlverteilung entlang der basolateralen Membran führt 
(Abbildung 3-29 H). Dieses Ergebnis war jedoch keineswegs überraschend, da LET-
413 für die Aufrechterhaltung des Terminalgeflechts und des Mikrovillisaums benötigt 
wird (Bossinger et al, 2004). 
Auch die Herunterregulierung der Übrigen intestinalen Proteine führte, außer im Fall 
von act-5(RNAi) bei dem es zum Verlust der apikalen Integrität kam (siehe Abschnitt 
3.1.5.1), in keinem Fall zu einer deutlich sichtbaren Veränderung des 
charakteristischen Fluoreszenzmusters (Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung 3-29: Die im Rahmen eines RNAi-Pilot-Screens erfolgte Herunterregulierung von 
Komponenten des Cadherin-Catenin- oder DLG-1-AJM-1-Komplexes bewirkt, anders als bei let-
413(RNAi), keine veränderte Lokalisierung von IFO-1::YFP. 
RNAi gegen Komponenten des Cadherin-Catenin-Komplex (CCC), wie HMR-1/Cadherin (E), HMP-1/α-Catenin 
(B), HMP-2/β-Catenin (C) und HMP-1+HMP-2 (D), führt zu keiner Beeinträchtigung der apikalen Lokalisierung. 
Bei dlg-1(RNAi) kann dagegen bei hoher Vergrößerung eine leichte Akkumulierung an den Kreuzungspunkten der 
CeAJ beobachtet werden (F-F´, Pfeile), während eine kombinierte Schwächung von CCC und DLG-1-AJM-1-
Komplex (DAC) keine Verstärkung zeigt (G). Nur im Fall von let-413(RNAi) kann eine Fehlverteilung entlang der 
basolateralen Membran beobachtet werden (H). Eichstrich entspricht 25 µm. 
 
3.3.3 Isolierung von Mutanten mit verändertem IFO-1::YFP Muster 
 
Im Rahmen verschiedener RNAi-Screens, in dessen Rahmen 14 apikale Proteine, 4 
basolaterale Proteine, 12 Komponente der CeAJ und 3 Proteine mit unbekannter 
Lokalisierung herunterreguliert wurden, konnten mit Ausnahme von let-413(RNAi) 
und act-5(RNAi) keine drastischen Auswirkungen auf die IFO-1::YFP-Verteilung 
nachgewiesen werden. Mögliche Ursache hierfür könnte sein, dass der Verlust dieser 
Proteine keine Auswirkungen auf IFO-1 hat. Ebenso ist  aber auch eine 
unvollständige RNAi-Effizienz denkbar. Aufgrund dieser Tatsache wurde anstatt der 
Methode der reversen Genetik ein neuer Ansatz gewählt. In diesem verwendete man 
Würmer des Stammes BJ186, die ein hochcharakteristisches und stabiles Muster 
aufweisen, zur Identifizierung von möglichen Lokalisatoren von IFO-1 mit Hilfe eines 
klassischen EMS Mutagenese Screens (siehe Abschnitt 2.3.19). 
Im Rahmen dieses Screens konnten 15000 haploide Genome analysiert werden, so 
dass statistisch gesehen jeder Lokus etwa 15x mutagenisiert wurde. Die 
Untersuchung und Selektion der Tiere auf ein verändertes Fluoreszenzmuster, 
erfolgte am Fluoreszenzbinokular unter möglichst geringer Vergrößerung. Auf diese 
Weise konnten insgesamt zwei unabhängige Mutanten mit veränderten IFO-1-
Mustern isoliert werden. Nach sechsmaligem Rückkreuzen mit BJ186-Männchen 
konnten stabile Populationen bei 15 und 20°C etabliert werden: Die Stämme BJ225 
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und BJ226 mit der Allelbezeichnung kc11 bzw. kc12 (nachfolgend BJ225 kc11 und 
BJ226 kc12 genannt). Für eine detailliertere phänotypische Analyse des veränderten 
IFO-1::YFP-Musters wurden in vivo Aufnahmen am Apotome-Mikroskop angefertigt. 
Die Detailaufnahmen zeigen in beiden Mutanten eine bereits ab dem L1-Stadium 
immer weiter fortschreitende Fehllokalisierung von IFO-1::YFP entlang der apikalen 
Junktionen, die paarweise linienförmig von anterior nach posterior verlaufen und an 
den Zellgrenzen benachbarter Darmzellen strickleiterartig miteinander verbunden 
sind (Abbildung 3-30 A-B´, D-E´). Insbesondere an diesen Zellgrenzen kommt es zu 
einer starken Aggregatbildung. In adulten Tieren kann schließlich die stärkste 
Fehlverteilung detektiert werden (Abbildung 3-30 C-C´, F-F´). Insgesamt fällt auf, 
dass sich dieser Phänotyp in BJ226 kc12 noch etwas stärker und früher ausgeprägt 
wird als in BJ225 kc11. Der phänotypische Allgemeinzustand ist unabhängig von der 
Inkubationstemperatur deutlich schlechter als im Wildtyp, da im Verhältnis wesentlich 
weniger Nachkommen gelegt werden. Ebenfalls kann man eine verlängerte 
Generationszeit annehmen. Aus diesem Grund wurden die Stämme bei einer 
Temperatur von 20°C standardmäßig kultiviert. Eine detailliertere Analyse 
physiologischer Phänotypen findet sich in Abschnitt 3.3.5.  
 
 
Abbildung 3-30: Die mutierten Stämme BJ225 kc11 und BJ226 kc12 zeigen eine ab dem L1-
Stadium immer weiter fortschreitende Fehllokalisierung von IFO-1::YFP an die CeAJ. 
(A-F´) In vivo-Dokumentation der IFO-1::YFP Fehlverteilung in unterschiedlichen Entwicklungsstadien. Bereits ab 
dem L1-Stadium (A-A´ und D-D´) kommt es in beiden Mutanten zu einer Fehllokalisierung von IFO-1::YFP 
entlang der apikalen Junktionen. Diese schreitet mit der zeitlichen Entwicklung immer weiter fort (B-B´ und E-E´), 
so dass in adulten Tieren schließlich die stärkste Fehlverteilung detektiert werden kann (C-C´ und F-F´). 
Eichstriche entsprechen 50 µm. 
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3.3.4 Identifizierung der mutierten IFO-1-Lokalisatoren mit Hilfe 
genetischer SNP-Kartierung, Genomsequenzierung und RNAi 
 
Zur Identifizierung möglicher Lokalisatoren von IFO-1 war es nun nötig, die 
verantwortlichen Gene zu bestimmen, deren Mutation zu einer Fehlverteilung des 
IFO-1-Musters führen. Diese erfolgte wiederum durch einen Ansatz der genomischen 
Kartierung durch Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs), dem subchromosomalen 
SNP-mapping. Auf diese Weise konnten genetische subchromosomale Intervalle 
identifiziert werden, in denen sich das jeweils mutierte Gen befinden musste. 
Anschließend konnten in einem kombinierten Ansatz aus genomischer 
Sequenzierung und RNAi-Experimenten gegen mögliche Kandidaten schlussendlich 
die Gene identifiziert werden, welche den mutanten Phänotyp in BJ225 kc11 und 
BJ226 kc12 auslösen. 
 
3.3.4.1 Chromosomale Lokalisierung der kc11 und kc12 Mutationen in 
den Stämmen BJ225/226 
 
Bevor eine subchromsomale Lokalisierung der Mutationen erfolgen konnte, wurde 
diese zunächst auf dem Chromosom selbst lokalisiert. Die Vorgehensweise für 
chromosomales SNP-mapping wurde bereits in Abschnitt 3.3.1.3 ausführlich 
erläutert. Die chromosomale Zuordnung erfolgte wieder über einen genotypischen 
Vergleich von je acht, gleichmäßig auf den Chromosomen verteilten SNPs von 
mutanten und wildtypischen DNA-Pools der F2-Tiere, die aus der Verpaarung mit 
dem Hawaii-Stamm hervorgegangen sind. Das Chromosom, welches die Mutation 
trägt, weist dabei eine geringere Amplifikation von Hawaii- und gleichzeitig eine 
höhere Amplifikation von Wildtyp (N2)-Banden auf, da die Mutation im N2-
Hintergrund generiert wurde und im Bereich der Mutation keine Rekombination mit 
Hawaii-DNA stattfinden kann, ohne dass die Mutation verloren gehen würde. 
 
3.3.4.1.1 Chromosomale Lokalisierung der Mutation von kc11 in BJ225 
 
Die aus der Verpaarung des im N2-Hintergrund generierten Stammes BJ225 kc11 
mit Hawaii-Männchen entstandenen Tiere der F2-Generation wurden zu jeweils 30 
mutanten und 30 wildtypischen Tieren selektiert und die beiden gepoolten DNAs 
hieraus für die 48 SNPs (Davis et al, 2005) genotypisiert. Anhand der erhaltenen 
Gelbilder kann zielsicher eine grobe chromosomale Lokalisierung der Mutation 
erfolgen. Während auf den Chromosomen I, II, III, IV und V eine gleichmäßige 
Amplifikation der SNP-Banden zwischen mutanten und wildtypischen Genpools 
beobachtet werden konnte (Daten nicht gezeigt), zeigte sich eine deutliche Kopplung 
der Mutation von BJ225 kc11 auf dem X-Chromosom (Abbildung 3-31). In diesem 
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Gelbild kann ein deutlicher Unterschied in der Bandenstärke gleicher Fragmente 
zwischen DNAs mutanter und wildtypischer Tiere nachgewiesen werden. 
Anhand einer genaueren Betrachtung kann sogar bereits eine grobe 
subchromosomale Lokalisierung auf dem X-Chromosom erfolgen. Da die größten 
Unterschiede in der Bandenstärke von N2- und Hawaii-DNA zwischen wildtypischen 
und mutanten Tieren bei SNPs zwischen 17 cM und 23 cM liegen (siehe * in 
Abbildung 3-31), kann von einer engen Kopplung in diesem Bereich ausgegangen 
werden. 
 
Abbildung 3-31: Gelbild zur chromosomalen Lokalisierung der Mutation von BJ225 kc11 
zwischen den SNPs X: 17 cM und X: 23 cM. 
Genotypisierung der SNPs des X-Chromosoms zur chromosomalen Kartierung von BJ225 kc11. Die jeweiligen 
genetischen Positionen der SNPs sind in cM angegeben und die Amplifikationsprodukte von mutanten (mut) und 
wildtypischen (wt) Tieren für jeweils jeden SNP nebeneinander aufgetragen. Der rote Stern zwischen X: 17 cM 
und X: 23 cM markiert den Ort an dem die stärkste Kopplung der Mutation vorliegt, da die SNPs in diesem 
Bereich die größten Unterschiede in ihrer Bandenstärke zwischen mutanter und wildtypischer DNA aufweisen.  
 
3.3.4.1.2 Chromosomale Lokalisierung der Mutation von kc12 in BJ226 
 
Auch für die Mutante BJ226 kc12 konnte auf diesem Weg eine Kopplung der 
Mutation auf dem X-Chromosom nachgewiesen werden (Abbildung 3-32). In diesem 
Fall war der größte Unterschied in den Bandenstärken von mutanten und 
wildtypischen DNA-Fragmenten ebenfalls im Bereich zwischen 17 cM und 23 cM zu 
beobachten. Da sich diese jedoch in der Intensität von denen in BJ225 kc11 
unterschieden, wurde zunächst nicht von zwei allelischen Varianten eines Gens 
ausgegangen. 
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Abbildung 3-32: Gelbild zur chromosomalen Lokalisierung der Mutation von BJ226 kc12 
zwischen den SNPs X: 17 cM und X: 23 cM. 
Genotypisierung der SNPs des X-Chromosoms zur chromosomalen Kartierung von BJ226 kc12. Die jeweiligen 
genetischen Positionen der SNPs sind in cM angegeben und die Amplifikationsprodukte von mutanten (mut) und 
wildtypischen (wt) Tieren für jeweils jeden SNP nebeneinander aufgetragen. Der rote Stern zwischen X: 17 cM 
und X: 23 cM markiert den Ort an dem die stärkste Kopplung der Mutation vorliegt, da die SNPs in diesem 
Bereich die größten Unterschiede in ihrer Bandenstärke zwischen mutanter und wildtypischer DNA aufweisen.  
 
3.3.4.2 Subchromosomale Intervall-Kartierung der kc11 und kc12 
Mutationen in den Stämmen BJ225/226 
 
Bei der anschließenden subchromosomalen Intervallkartierung konnten nun keine 
DNA-Pools mehr eingesetzt werden, sondern mussten unabhängige rekombinante 
mutante Linien untersucht werden, die von einzelnen Tieren der F2-Generation 
abstammten. Zunächst erfolgte die Identifizierung von Rekombinanten über die 
Genotypisierung von den drei am engsten gekoppelten SNPs (siehe Abschnitt 
3.3.4.1.1 und 3.3.4.1.2). Auf diese Weise wurden nun die Individuen identifiziert, die 
in der Nachbarschaft der, im N2-Hintergrund erworbenen, Mutation ebenfalls auch 
Hawaii-DNA aufwiesen. Dabei gilt generell, dass sich die Anzahl der rekombinanten 
Linien mit Hawaii-DNA immer weiter reduziert, je näher sich der untersuchte SNP in 
der Nähe der Mutation befindet, da eine Rekombination in diesem Bereich ohne 
Verlust des mutanten Phänotyps unwahrscheinlicher wird. Nach einer ersten 
Eingrenzung des Bereichs, wurden weitere SNPs in diesem engeren Intervall 
ausgewählt und eine weitere Charakterisierung der rekombinanten Linien, die die 
Mutation eingrenzen, durchgeführt. Auf diese Weise erfolgte eine sukzessive 
Verkleinerung des genomischen Intervalls, in dem sich die Mutation befindet. Limitiert 
wurde diese Eingrenzung schlussendlich durch das Fehlen von rekombinanten 
Linien und geeigneter SNPs, die eine weitere Annäherung unmöglich machten. Ab 
diesem Zeitpunkt erfolgte die Analyse der verbliebenen Genkandidaten in dem 
Intervall über eine Kombination aus genomischer Sequenzanalyse und RNAi-
Experimenten. 
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3.3.4.2.1 Subchromosomale Lokalisierung der Mutation von kc11 in BJ225 
 
In einem ersten Schritt wurden mutante Linien der F2-Generation ermittelt, die in 
Nachbarschaft der Mutation ebenfalls Rekombinationsereignisse aufwiesen. Dazu 
wurde in den drei am engsten gekoppelten SNPs an Position 11 cM, 17 cM und 23 
cM untersucht, welche Linien Hawaii-DNA aufgrund Rekombination aufwiesen. 
Anhand Abbildung 3-33 kann beispielhaft die Genotypisierung von 48 mutanten 
Linien der F2 für diese drei SNPs nachvollzogen werden. Dabei sind gelb umrahmte 
Spuren rekombinante Linien, in denen Hawaii-DNA homozygot oder heterozygot 
nachgewiesen werden konnte, während als Kontrollen N2-DNA (rot), Hawaii-DNA 
(orange) und ein Mix aus beiden DNAs (blau) aufgetragen wurden. Durch den 
Vergleich von identischen Linien, die in den Gelen der drei genetischen Positionen 
untereinander stehen, kann man eine erste Eingrenzung des subchromosomalen 
Intervalls durchführen. Während es an Position X: 11 cM noch zu elf unabhängigen 
Rekombinationsereignissen kommt, gibt es an Position X: 17 cM nur noch sechs. 
Untersucht man dagegen einen SNP im Bereich von X: 23 cM, so konnte nur noch 
eine rekombinante Linie identifiziert werden. Das deutlich häufigere Vorkommen von 
Rekombinanten für X: 11 cM und X: 17 cM weist auf eine sehr enge Kopplung der 
Mutation an Position X: 23 cM hin. 
 
 
Abbildung 3-33: Darstellung von DNA-Gelen zur groben subchromosomalen Lokalisierung der 
Mutation an Position X: 23 cM über die Identifizierung von Rekombinanten des Stammes BJ225 
kc11. 
Genotypisierung von 48 DNAs mutanter F2-Tiere aus der Verpaarung von BJ225 kc11 mit Hawaii-Männchen an 
den SNPs der Positionen X: 11 cM, X: 17 cM und X: 23 cM. Dabei sind gelb umrahmte Spuren rekombinante 
Linien, in denen Hawaii-DNA homozygot oder heterozygot nachgewiesen werden konnte. Als Kontrollen wurden 
jeweils N2-DNA (rot), Hawaii-DNA (orange) und ein Mix aus beiden DNAs (blau) aufgetragen. Während an 
Position X: 11 cM noch elf unabhängige Rekombinationsereignisse identifiziert werden können, gibt es an 
Position X: 17 cM nur noch sechs. Im Bereich von X: 23 cM kann sogar nur eine rekombinante Linie beobachtet 
werden. Das deutlich häufigere Vorkommen von Rekombinanten für X: 11 cM und X: 17 cM weist auf eine sehr 
enge Kopplung der Mutation an Position X: 23 cM hin. 
 
Insgesamt wurden nach diesem Prinzip 93 mutante Linien der F2-Generation aus der 
Verpaarung von Hawaii-Männchen mit BJ225 kc11 genotypisiert von denen 19 
rekombinant für die untersuchten SNPs waren. Als nächstes wurden die 93 DNAs 
über weitere SNPs in dem nun eingegrenzten Intervall über der Position X: 17 cM 
genotypisiert. Diese wurden aus der, dankenswerterweise von Erik Jorgensen zur 
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Verfügung gestellten, SNP-Datenbank ausgewählt. Die spezifischen Primer zur 
Amplifikation des entsprechenden Bereichs wurden ebenfalls anhand dieser 
Informationen entworfen und die PCR-Produkte mit dem jeweiligen Enzym verdaut. 
 
 
Abbildung 3-34: Darstellung von DNA-Gelen zur subchromosomalen Lokalisierung der 
Mutation von BJ225 kc11 zwischen Position X: 22,9409 cM und X: 22,9718 cM. 
Genotypisierung von 48 DNAs mutanter F2-Tiere aus der Verpaarung von BJ225 kc11 mit Hawaii-Männchen an 
den SNPs der Positionen X: 22,4983 cM, X: 22,7521 cM, X: 22,9409 cM und X: 22,9718 cM. Gelb umrahmte 
Spuren entsprechen rekombinanten Linien, in denen Hawaii-DNA homozygot oder heterozygot nachgewiesen 
werden konnte. Als Kontrollen wurden jeweils N2-DNA (rot), Hawaii-DNA (orange) und ein Mix aus beiden DNAs 
(blau) aufgetragen. Im Bereich zwischen X: 22,4983 cM und X: 22,7521 cM können noch drei rekombinante 
Linien identifiziert werden, während es im Bereich X: 22,9409 cM kein einziges Rekombinationsereignis gibt. Bei 
einem benachbarten SNP im Bereich von X: 22,9718 cM kann dagegen wieder eine rekombinante Linie 
identifiziert werden. Aufgrund dieser Beobachtungen konnte der Ort der Mutation auf einen Bereich zwischen  
Position X: 22,9409 cM und X: 22,9718 cM festgelegt werden. 
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Auf diese Weise wurden zehn weitere SNPs an den Positionen X: 19,4726 cM, X: 
21,4899 cM, X: 22,4983 cM, X: 22,7521 cM, X: 22,9409 cM, X: 22,9718 cM, X: 
23,0692 cM, X: 23,6368 cM, X: 23,9144 cM und X: 24,392 cM auf das Vorkommen 
von rekombinanter Hawaii-DNA in den 93 mutanten Linien untersucht. In Abbildung 
3-34 sind exemplarisch die Gelbilder zu vier dieser SNPs aufgeführt. Anhand dieser 
kann man deutliche Unterschiede in der Anzahl der Rekombinationsereignisse 
erkennen. So sind im Bereich von X: 22,4983 cM und X: 22,7521 cM noch drei 
rekombinante Linien zu identifizieren, während es im Bereich X: 22,9409 cM zu 
keinem einzigen Rekombinationsereignis mehr kommt. Betrachtet man dagegen den 
benachbarten SNP im Bereich von X: 22,9718 cM, so kann wieder eine 
rekombinante Linie identifiziert werden. Aufgrund dieser Beobachtungen konnte der 
Ort der Mutation durch sukzessive Intervall-Kartierung auf einen Bereich zwischen  
Position X: 22,9409 cM und X: 22,9718 cM festgelegt werden. Die Analyse dieses 
chromosomalen Abschnitts erfolgte durch Nutzung der Internetplattform Wormbase 
und ergab eine Anzahl von 14 Genen in einem 126960 bp großen Intervall. 
Sämtliche Ergebnisse der SNP-Genotypisierung von 26 Rekombinanten im Intervall 
X: 11 cM bis X: 24,392 cM wurden tabellarisch und farblich kodiert zusammengefasst 
(Tabelle 3-1).  
 
Tabelle 3-1: Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse der subchromosomalen Intervall-
Kartierung auf dem X-Chromosom für BJ225 kc11. 
Jede Zeile stellt eine rekombinante Linie dar, die für verschiedene, jeweils in den Spalten aufgeführte SNPs 
untersucht wurde. Die PCR-Ergebnisse für die jeweiligen SNPs sind nach dem folgenden Schema kodiert: (1) 
gelb mit x bedeutet Nachweis von rekombinanter Hawaii-DNA über PCR, (2) gelb ohne x bedeutet Nachweis von 
rekombinanter Hawaii-DNA als logische Konsequenz der PCR-Analysen benachbarter SNPs, (3) rot bedeutet 
Nachweis von Wildtyp-DNA über PCR, (4) weiß repräsentiert PCR-Fehler. 
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3.3.4.2.2 Subchromosomale Lokalisierung der Mutation von kc12 in BJ226 
 
Die Lokalisierung der Mutation in BJ226 kc12 erfolgte nach demselben Schema über 
eine subchromosomale Kartierung. Die Ergebnisse wurden auch hier tabellarisch und 
farblich kodiert zusammengefasst (Tabelle 3-2). In einem ersten Versuch wurde in 
den drei am engsten gekoppelten SNPs an Position 11 cM, 17 cM und 23 cM 
untersucht, welche Linien Hawaii-DNA aufgrund eines Rekombinationsereignisses 
trugen. Auf diese Weise konnte eine erste Eingrenzung auf ein Intervall über Position 
X: 17 cM  erfolgen. Insgesamt wurden nach diesem Prinzip 93 mutante Linien der 
F2-Generation aus der Verpaarung von Hawaii-Männchen mit BJ226 kc12 
genotypisiert, von denen 14 rekombinant für die untersuchten SNPs waren. In 
diesem Intervall wurden nun zehn weitere SNPs an den Positionen X: 19,4726 cM, X: 
21,4899 cM, X: 22,4983 cM, X: 22,7521 cM, X: 22,9409 cM, X: 22,9718 cM, X: 
23,0692 cM, X: 23,6368 cM, X: 23,9144 cM und X: 24,392 cM auf das Vorkommen 
von rekombinanter Hawaii-DNA in den 93 mutanten Linien untersucht. Auf diese 
Weise konnte das Intervall durch zwei rekombinante Linien für X: 22,9409 cM, keiner 
rekombinanten Linie für X: 22,9718 cM und wiederum zwei rekombinante Linien für 
X: 23,0692 cM erfolgreich eingegrenzt werden. Demnach wurde ein 248420 bp 
großer und 21 Gene kodierender genomischer Bereich, in dem sich die Mutation von 
BJ226 kc12 befindet, identifiziert. 
 
Tabelle 3-2: Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse der subchromosomalen Intervall-
Kartierung auf dem X-Chromosom für BJ226 kc12. 
Auch hier stellt jede Zeile eine rekombinante Linie dar, die für verschiedene, jeweils in den Spalten aufgeführte 
SNPs untersucht wurde. Die PCR-Ergebnisse für die jeweiligen SNPs sind nach dem folgenden Schema kodiert: 
(1) gelb mit x bedeutet Nachweis von rekombinanter Hawaii-DNA über PCR, (2) gelb ohne x bedeutet Nachweis 
von rekombinanter Hawaii-DNA als logische Konsequenz der PCR-Analysen benachbarter SNPs, (3) rot bedeutet 
Nachweis von Wildtyp-DNA über PCR, (4) weiß repräsentiert PCR-Fehler. 
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3.3.4.3 Identifizierung der mutierten Gene von kc11 und kc12 durch 
Genomsequenzierung und RNAi 
 
Aufgrund der erfolgreichen Eingrenzung des Intervalls über subchromosomales SNP-
mapping konnte die Anzahl der möglichen Genkandidaten auf eine überschaubare 
Anzahl reduziert werden. Im weiteren Verlauf sollte nun mit Hilfe von genomischer 
Sequenzanalysen (genomische Sequenzierung durch Cologne Center for Genomics, 
Köln) zwischen 15700000 bp und 17000000 bp und RNAi gegen einzelne Gene eine 
Identifizierung der mutanten Loci erfolgen. Für diese wurden IFO-1::YFP-Tiere vom 
Ausgangsstamm BJ186 wahlweise mit dsRNA über exprimierende HT115 Bakterien 
aus der Ahringer library verfüttert oder in vitro hergestellte dsRNA in junge adulte 
Tiere mikroinjiziert. 
Die aufbereiteten und analysierten genomischen Sequenzierungsdaten wurden mir 
freundlicherweise von Philipp Schiffer (Biozentrum Köln) und Olaf Bossinger (MOCA) 
zur Verfügung gestellt. Eine Auflistung der aussichtsreichsten Genkandidaten ist in 
Tabelle 3-3 zu finden, wobei grün markierte Kandidaten eine Mutation im Exon und 
rot markierte eine Mutation in einem regulatorischen Bereich eines Gens (Promotor 
bzw. 3´UTR) aufweisen. 
 
Tabelle 3-3: Genkandidaten nach Einschränkung des Intervalls über SNP-Kartierung und 
genomischer Sequenzanalysen. 
Grün markierte Kandidaten besitzen eine Mutation im Exon und rot markierte eine Mutation in einem 
regulatorischen Bereich eines Gens (Promotor bzw. 3´UTR). Durch RNAi gegen diese einzelne Gene sollte nun 
eine Identifizierung der mutanten Loci erfolgen. 
 
 
Durch Mikroinjektion von in vitro hergestellter dsRNA gegen lin-15b, konnte 
schließlich erfolgreich die charakteristische Fehlverteilung des IFO-1::YFP-Musters 
phänokopiert werden (Abbildung 3-35 A-B´). Interessanterweise besitzen beide 
Stämme eine Mutation in diesem Gen, wobei diese in BJ226 kc12 bereits bei 
15727845 bp und im Falle von BJ225 kc11 2817 bp dahinter liegt. Es handelt sich 
Stamm und Allel Mutationsort (bp) Basenaustausch und betroffenes Gen
BJ226 kc12 15258895 C -> T; lin-15b-like
BJ225 kc11 15718437 G -> A; Promoter ZK662.6
BJ226 kc12 15727845 C -> T; lin-15b
BJ225 kc11 15730662 G -> A; lin-15b
BJ226 kc12 15910142 C -> A; Promotor npr-3
BJ225 kc11 16334082 A -> T; taf-3
BJ225 kc11 16501939 T -> A; K05G3.1; 3'UTR
BJ225 kc11 16597402 G -> A; cdh-9
BJ225 kc11 16811655 G -> A; cas-1
BJ225 kc11 16852948 G -> A; T20F7.5
BJ225 kc11 17249812 G -> A; T25G12.1
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somit um zwei allelische Varianten, die jedoch in beiden Fällen zu einem Stopkodon 
führen. Im Übrigen weist BJ226 kc12 auch noch eine Mutation im lin-15b-like Gen bei 
15258895 bp auf, dessen Herunterregulierung allein jedoch keinen Einfluss auf die 
Verteilung von IFO-1::YFP hat (Daten nicht gezeigt). 
 
 
Abbildung 3-35: Die Mikroinjektion von in vitro hergestellter dsRNA gegen lin-15b in BJ186 
phänokopiert erfolgreich die charakteristische Fehlverteilung von IFO-1::YFP. 
Nach erfolgter Mikroinjektion von dsRNA gegen lin-15b in junge adulte Tiere vom Stamm BJ186 konnte in der 
nachfolgenden Generation eine deutliche Fehlverteilung von IFO-1::YFP zur CeAJ beobachtet werden, die den 
Phänotyp von BJ225 kc11 und BJ226 kc12 kopiert. 
 
3.3.5 LIN-15B: Identifizierung und Charakterisierung eines möglichen 
Lokalisators von IFO-1 
 
Die Stämme BJ225 und BJ226 tragen mit kc11 bzw. kc12 mutante Allele des bereits 
in der Vergangenheit charakterisierten Gens lin-15b. Nachfolgend sollen nun 
Analysen bezüglich der Sequenz und Expression von lin-15b und eine 
weitergehende Charakterisierung der beiden neuen Allele hinsichtlich des 
Zytoskeletts und physiologischer Defekte erfolgen. 
 
3.3.5.1 Sequenz- und Expressionsanalyse von lin-15b 
 
Gemäß der Gen-Voraussage der Internetplattform Wormbase handelt es sich bei lin-
15b um einen 5897 bp großen Bereich, der acht Exone enthält. Dieser wird in eine 
4323 bp große mRNA transkribiert und anschließend zu einem Protein mit 1440 
Aminosäuren und einer molekularen Masse von 163,6 kD translatiert. Die Datenbank 
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AceView (Thierry-Mieg & Thierry-Mieg, 2006) sagt keine alternativen Spleißvarianten 
voraus. 
Zur Identifizierung von LIN-15B-Homologen anderer Organismen wurden die BLAST-
Programme von NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) und Swiss-Prot 
(http://ExPASy.org) verwendet. Auf diese Weise konnten jedoch nur Orthologe 
innerhalb der Caenorhabditen, nämlich in C. brenneri, C. briggsae, C. japonica und 
C. remanei, identifiziert werden. Mit Hilfe der Interpro-Datenbank 
(http://www.ebi.ac.uk/interpro/) wurden neben einer Ribonuclease H-ähnliche 
Domäne (IPR012337), eine C2CH-Zinkfinger-Domäne (IPR006612) und zwei AT-
DNA-Bindemotive (IPR017956) identifiziert. In der Datenbank Pfam 
(pfam.sanger.ac.uk) kann dagegen eine THAP-Domäne und mittels PhosphoPep 
(http://www.phosphopep.org/) eine Phosphorylierungsstelle gefunden werden.  
Die Proteinanalysen stimmen somit mit den bisherigen Veröffentlichungen überein, 
die ebenfalls eine THAP- und Zinkfingerdomäne zur spezifischen DNA-Bindung 
beschrieben haben (Clouaire et al, 2005). Das Gen lin-15b wurde erstmals als Klasse 
B synMuv-Gen beschrieben (Ferguson & Horvitz, 1989). Dieses wirkt redundant mit 
lin-15a (Huang et al, 1994) und übt einen negativen Einfluss auf den Ras-Signalweg 
während der Spezifizierung des Zellschicksals zur Vulvaentwicklung aus (Clark et al, 
1994). Mit der Zeit wurde lin-15b auch als negativer Regulator während der G1-
Phase des Zellzyklus (Boxem & van den Heuvel, 2002) und der RNA-vermittelten 
Interferenz identifiziert (Lehner et al, 2006). 
In-situ-Hybridisierungsdaten von Yuji Kohara (National Institute of Genetics, Japan, 
http://nematode.lab.nig.ac.jp/) zeigen für lin-15b nur eine Expression innerhalb der 
Gonade. Aus diesem Grund wird im weiteren Verlauf der Charakterisierung der 
beiden Allele zu überprüfen sein, ob lin-15b allein für einen solchen drastischen 
Phänotyp bezüglich des intestinalen Zytoskeletts verantwortlich sein kann, zumal 
über mögliche Signalwege zwischen Enterozyten und Gonade in dieser Hinsicht 
bislang nichts bekannt ist.  
 
3.3.5.2 Lokalisierung von IFB-2, IFO-1::YFP, Aktin und DLG-1 in den 
Allelen kc11 und kc12 
 
Aufgrund der drastischen Fehlverteilung von IFO-1::YFP stellte sich die Frage, ob lin-
15b als möglicher Lokalisator von IFO-1 nicht auch indirekt Einfluss auf die 
Lokalisierung von  Intermediärfilamenten, wie IFB-2, nimmt. Ebenfalls in diesem 
Kontext war die Verteilung einer weiteren Zytoskelett-Komponente zu betrachten: 
dem intestinalen Aktin. Wie bereits in Abschnitt 3.3.2 anhand eines RNAi-Pilot-
Screens erfolgreich gezeigt werden konnte, führt auch dlg-1(RNAi) zu einer leichten 
Akkumulierung von IFO-1::YFP an den junktionalen Kreuzungspunkten, weshalb 
ebenfalls die DLG-1-Lokalisierung während der Embryogenese Bestandteil der 
Untersuchung war. 
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3.3.5.2.1 Während der Embryogenese lokalisieren IFO-1::YFP und DLG-1 
wildtypisch 
 
Die immunfluoreszenztechnische Analyse der IFO-1::YFP- und DLG-1-Verteilung in 
verschiedenen Entwicklungsstadien der Embryogenese zeigte jedoch keine 
Veränderung zwischen dem Ausgangsstamm BJ186 und den beiden isolierten 
Mutanten BJ225 kc11 bzw. BJ226 kc12 (Abbildung 3-36 A-F´´). 
 
Abbildung 3-36: Die Mutation in lin-
15b hat während der Embryo-
genese scheinbar keinen Einfluss 
auf eine normale Entwicklung und 
korrekte Etablierung von Polarität. 
(A-F´´) Immunfluoreszenzfärbungen gegen 
IFO-1::YFP (grün in A-F; invertiert in A´´-
F´´) und DLG-1 (rot in A-F; invertiert in A´-
F´) in BJ186 Embryonen (A-B´´), BJ225 
kc11 Embryonen (C-D´´) und BJ226 kc12 
Embryonen (E-F´´). In allen Fällen wird 
IFO-1 im Laufe der Morphogenese immer 
stärker apikal angereichert und es findet 
eine korrekte und zeitlich identische 
Etablierung der CeAJ anhand des 
typischen Strickleitermusters statt. 
Eichstrich entspricht 10 µm. 
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Während IFO-1 im Laufe der Morphogenese immer stärker apikal angereichert wird 
(Abbildung 3-36 A´´-B´´,C´´-D´´ und E´´-F´´), kann in allen Fällen eine korrekte und 
zeitlich identische Etablierung der CeAJ anhand des typischen Strickleitermusters 
beobachtet werden (Abbildung 3-36 A´-B´, C´-D´, E´-F´). 
Zusammenfassend kann man somit sagen, dass die Mutation in lin-15b während der 
Embryogenese scheinbar keinen Einfluss auf eine normale Entwicklung und korrekte 
Etablierung von Polarität hat. Dies steht auch in Einklang mit den Ergebnissen der 
Expressionsanalyse, die eine Expression erst ab dem larvalen Entwicklungsstadium 
aufzeigt (In-situ-Hybrisierungsdaten von Yuji Kohara, http://nematode.lab.nig.ac.jp/). 
Ebenfalls kann eine Beteiligung von DLG-1 an der Fehllokalisierung von IFO-1::YFP 
nahezu ausgeschlossen werden. 
 
3.3.5.2.2 Im Laufe der larvalen Entwicklung kommt es zu einer 
Fehlverteilung von IFO-1::YFP und IFB-2 an die apikale 
Kontaktstruktur 
 
Während bereits in vivo eine deutliche Fehlverteilung von IFO-1::YFP ab der sehr 
frühen larvalen Entwicklung gezeigt werden konnte (siehe Abschnitt 3.3.3), mussten 
zwecks Analyse der IFB-2-Verteilung präparierte Därme verschiedener 
Entwicklungsstadien hergestellt und mit entsprechenden Antikörpern gefärbt werden. 
In adulten Tieren von Ausgangsstamm BJ186 kann eine wildtypische Lokalisierung 
von IFO-1::YFP und IFB-2 im Bereich des Terminalgeflechts und ebenfalls leicht an 
den zellulären Kontaktstrukturen beobachtet werden (Abbildung 3-37 A-A´´). Im 
Vergleich dazu zeigt sich in L3-Larven von BJ225 kc11 bereits eine deutliche 
Fehlverteilung von IFO-1::YFP an die CeAJ, während diese im Falle von IFB-2 noch 
schwächer ausgeprägt ist (Abbildung 3-37 B-B´´). Sie schreitet mit der zeitlichen 
Entwicklung immer weiter fort, so dass in adulten Tieren die stärkste Fehlverteilung 
von beiden Proteinen zu beobachten ist (Abbildung 3-37 C-C´´). Im anderen Allel, 
respektive BJ226 kc12, kann bereits in noch früheren Larvalstadien eine 
vergleichsweise starke Fehllokalisierung von IFO-1::YFP, jedoch in nur schwacher 
Ausprägung bezüglich IFB-2, identifiziert werden (Abbildung 3-37 D-D´´). Auch dieser 
Phänotyp verstärkt sich während der Entwicklung und resultiert in einer 
gleichermaßen starken Fehlverteilung beider Proteine in adulten Tieren (Abbildung 3-
37 E-E´´). 
Diese Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass die lin-15b Mutation während der 
larvalen Entwicklung zu einer immer weiter fortschreitenden Fehlverteilung von IFO-
1::YFP vom Terminalgeflecht weg und zu der CeAJ hin führt. Diese initiiert in der 
Folge eine Fehlverteilung von IFB-2 nach demselben Schema. 
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Abbildung 3-37: Im Laufe der larvalen Entwicklung der Mutanten kommt es zunächst zur 
Fehlverteilung von IFO-::YFP an die CeAJ, die ebenfalls zur Fehllokalisierung von IFB-2 führt. 
(A-E´´) Immunfluoreszenzfärbungen gegen IFO-1::YFP (grün in A-E; invertiert in A´-E´) und IFB-2 (blau in A-E; 
invertiert in A´´-E´´) in präparierten Därmen von Larven (L1 in D-D´´ und L3 in B-B´´) oder Adulten (A-A´´, C-C´´ 
und E-E´´) von BJ186 (A-A´´), BJ225 kc11 (B-C´´) und BJ226 kc12 (D-E´´). Während in BJ186 eine wildtypische 
Lokalisierung von IFO-1::YFP und IFB-2 im Bereich des Terminalgeflechts und ebenfalls leicht an den zellulären 
Kontaktstrukturen beobachtet werden kann (A-A´´), zeigt sich in L3-Larven von BJ225 kc11 bereits eine 
Fehlverteilung von IFO-1::YFP an die CeAJ, während IFB-2 noch fast wildtypisch lokalisiert (B-B´´). Diese 
schreitet mit der zeitlichen Entwicklung immer weiter fort, weshalb in adulten Tieren die stärkste Fehlverteilung 
beider Proteine identifiziert werden kann (C-C´´). In BJ226 kc12 kann man sogar in noch früheren Larvalstadien 
eine vergleichsweise starke Fehllokalisierung von IFO-1::YFP, jedoch in nur schwacher Ausprägung bezüglich 
IFB-2, beobachten (D-D´´). Auch hier kann die stärkste Fehlverteilung beider Proteine in adulten Tieren (E-E´´) 
nachgewiesen werden. Eichstrich entspricht 10 µm. 
 
3.3.5.2.3 Das intestinale Aktin zeigt eine wildtypische Lokalisation, wird 
jedoch weniger apikal angereichert 
 
Zwecks Analyse des intestinalen Aktins wurden präparierte Därme einer Phalloidin-
Färbung unterzogen. Anders als bei IFB-2 kann in den Mutanten, selbst bei adulten 
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Tieren, keine Fehlverteilung angenommen werden (Abbildung 3-38 B-C´´). Vergleicht 
man dagegen die Intensität des apikalen Signals, beobachtet man deutliche 
Unterschiede. So ist die Phalloidin-Färbung im Ausgangsstamm BJ186 sehr deutlich 
ausgeprägt (Abbildung 3-38 A-A´´), während im Vergleich bei BJ225 kc11 bereits 
eine leichte Abschwächung zu detektieren ist (Abbildung 3-38 B-B´´). Diese 
wiederum ist in adulten Tieren von BJ226 kc12 nochmals reduziert (Abbildung 3-38 
C-C´´). 
Insgesamt resultiert die lin-15b Mutation somit in einer deutlichen Reduktion des 
Aktin-Zytoskeletts in den Enterozyten, die interessanterweise ebenfalls im ifo-1(kc2) 
Hintergrund beobachtet werden kann (siehe Abschnitt 3.1.6). 
 
 
Abbildung 3-38: In den Mutanten BJ225 kc11 und BJ226 kc12 lokalisiert das intestinale Aktin 
zwar wildtypisch, wird jedoch deutlich weniger apikal angereichert. 
(A-E´´) Immunfluoreszenzfärbung gegen IFO-1::YFP (grün in A-C; invertiert in A´-C´) und Phalloidin-Färbung  (rot 
in A-C; invertiert in A´´-C´´) in präparierten adulten Därmen von BJ186 (A-A´´), BJ225 kc11 (B-B´´) und BJ226 
kc12 (C-C´´). In den Mutanten kann, selbst bei adulten Tieren, keine Fehlverteilung von Aktin angenommen 
werden (B-C´´). Vergleicht man das starke apikale Phalloidin-Signal im Ausgangsstamm BJ186 (A, A´´) mit dem 
von BJ225 kc11, so kann bereits eine leichte Abschwächung detektiert werden (B, B´´). In adulten Tieren von 
BJ226 kc12 beobachtet man sogar noch eine stärkere Reduktion des Signals (C, C´´). Eichstrich entspricht 15 
µm. 
 
3.3.5.3 Phänotypische Charakterisierung der Allele kc11 und kc12 
 
Aufgrund der bereits beobachteten Veränderungen des Zytoskeletts, sollte auch in 
diesem mutanten Hintergrund, ähnlich wie zuvor bei ifo-1(kc2), untersucht werden, 
auf welche Weise die Physiologie der Tiere hierdurch beeinflusst wird. 
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3.3.5.3.1 Die Anzahl der Nachkommen ist deutlich reduziert und die 
embryonale Letalität erhöht 
 
Im Vergleich zum Ausgangsstamm BJ186 (242±23, n=30) legen sowohl adulte Tiere 
von BJ225 kc11 (97±15, n=30, p<0,0001) als auch von BJ226 kc12 (112±33, n=30, 
p<0,0001) deutlich weniger Nachkommen (Abbildung 3-39 A). Ebenfalls kann eine 
geringfügig erhöhte embryonale Letalität in beiden Allelen festgestellt werden 
(Abbildung 3-39 B). Während diese in BJ186 lediglich etwa 2,6% beträgt 
(2,64±0,64%, n=113/4220), können im Stamm BJ225 kc11 Raten um 10,3% 
(10,32±1,75%, n=125/1207, p<0,0001) und in BJ226 kc12 etwa 6,7% (6,68±0,47%, 
n=87/1282, p<0,0001) beobachtet werden. Insgesamt kann man somit vermuten, 
dass die Veränderungen des Zytoskeletts zu einer Reduktion der 
Nachkommenschaft führen. Die leicht erhöhte embryonale Letalität scheint dagegen 
ein direkter Effekt ausgehend vom Muttertier zu sein, da diese gehäuft gegen Ende 
des Ablegezyklus beobachtet werden konnte (Daten nicht gezeigt). Im Übrigen 
konnte während der Embryogenese keine Fehlverteilung von IFO-1::YFP 
nachgewiesen werden (siehe Abschnitt 3.3.5.2.1). 
 
Abbildung 3-39: In BJ225 kc11 und BJ226 kc12 kann eine verringerte Nachkommenschaft und 
erhöhte embryonale Letalität beobachtet werden. 
(A) Im Vergleich zum Ausgangsstamm BJ186 (242±23, n=30) legen BJ225 kc11 (97±15, n=30, p<0,0001) und 
BJ226 kc12 (112±33, n=30, p<0,0001) deutlich weniger Nachkommen. Auch kann eine geringfügig erhöhte 
embryonale Letalität in beiden Allelen festgestellt werden (B). So beträgt diese in BJ186 etwa 2,6% (2,64±0,64%, 
n=113/4220), während in BJ225 kc11 um 10,3% (10,32±1,75%, n=125/1207, p<0,0001) und in BJ226 kc12 etwa 
6,7% (6,68±0,47%, n=87/1282, p<0,0001) beobachtet werden können. Fehlerindikatoren repräsentieren 
Standardabweichungen der jeweiligen Mittelwerte (SD). 
 
3.3.5.3.2 Die Tiere zeigen eine verlängerte Generationszeit und erhöhte 
RNAi Sensitivität gegenüber dlg-1(RNAi) 
 
Mit Rückblick auf die erst während der larvalen Entwicklung beginnende 
Fehlorganisation des Zytoskeletts sollte nun untersucht werden, in welchem Maße 
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die Generationszeit eines Tieres beeinträchtigt wird. Hierzu wurde die Zeit bestimmt, 
die ein Embryo bis zum Erreichen des adulten Stadiums braucht. Während der 
Ausgangsstamm BJ186 im Durchschnitt nach etwa drei Tagen adult wird (3,18± 0,38 
Tage, n=280), brauchen Tiere von BJ225 kc11 im Mittel einen halben Tag (3,55± 
0,50 Tage, n=355, p<0,0001) und von BJ226 kc12 sogar einen ganzen Tag länger 
(4,05± 0,27 Tage, n=312, p<0,0001, Abbildung 3-40 A). 
 
Abbildung 3-40: Die Tiere von BJ225 kc11 und BJ226 kc12 weisen eine verlängerte 
Generationszeit und erhöhte RNAi-Sensitivität auf. 
(A) Während BJ186 im Durchschnitt nach etwa drei Tagen adult wird (3,18± 0,38 Tage, n=280), brauchen BJ225 
kc11 im Mittel einen halben Tag (3,55± 0,50 Tage, n=355, p<0,0001) und BJ226 kc12 sogar einen ganzen Tag 
länger (4,05± 0,27 Tage, n=312, p<0,0001). (B) Postembryonales dlg-1(RNAi) führt bereits bei BJ186, aufgrund 
einer fehlerhaften Bildung der Spermatheken, zu einer erhöhten Sterilität der Tiere, da im Vergleich zur Kontrolle 
(273±19, n=12) nur noch etwa ein Viertel der Nachkommen produziert werden (63±21, n=24, p<0,0001). In BJ225 
kc11 und BJ226 kc12 werden zwar auch in den Kontrollen signifikant weniger Nachkommen gelegt als in der 
Kontrolle von BJ186 (BJ225 kc11 Kontrolle: 171±45, n=12, p<0,05 vs. BJ186 Kontrolle bzw. BJ226 kc12 
Kontrolle: 129±27, n=12, p<0,001 vs. BJ186 Kontrolle), jedoch legten diese Tiere nach postembryonalen dlg-
1(RNAi) überhaupt keine Nachkommen und zeigen somit erhöhte RNAi-Sensitivität (BJ225 kc11 dlg-1(RNAi): 
0±0, n=12, p<0,0001 vs. BJ186 dlg-1(RNAi) bzw. BJ226 kc12 dlg-1(RNAi): 0±0, n=12, p<0,0001 vs. BJ186 dlg-
1(RNAi)). Fehlerindikatoren repräsentieren Standardabweichungen der jeweiligen Mittelwerte (SD). 
 
Da bereits in anderen lin-15 Allelen gezeigt werden konnte, dass diese RNAi-
sensitiver reagieren als beispielsweise der Wildtyp (Lehner et al, 2006), sollten 
ebenfalls die beiden mutanten Stämme auf ihre RNAi-Sensitivität hin überprüft 
werden. Zu diesem Zweck wurde in BJ186, BJ225 kc11 und BJ226 kc12 
postembryonales dlg-1(RNAi) durchgeführt. Dieses führt bereits bei BJ186, aufgrund 
einer fehlerhaften Bildung der Spermatheken, zu einer erhöhten Sterilität der Tiere: 
Im Vergleich zur Kontrolle (273±19, n=12) werden nur noch etwa ein Viertel der 
Nachkommen produziert (63±21, n=24, p<0,0001, Abbildung 3-40 B). In den 
Stämmen BJ225 kc11 und BJ226 kc12 werden zwar auch in den Kontrollen 
signifikant weniger Nachkommen gelegt als in der Kontrolle von BJ186 (BJ225 kc11 
Kontrolle: 171±45, n=12, p<0,05 vs. BJ186 Kontrolle bzw. BJ226 kc12 Kontrolle: 
129±27, n=12, p<0,001 vs. BJ186 Kontrolle), jedoch legten diese Tiere nach 
postembryonalen dlg-1(RNAi) keinen einzigen Nachkommen mehr und waren somit 
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zu 100% steril (BJ225 kc11 dlg-1(RNAi): 0±0, n=12, p<0,0001 vs. BJ186 dlg-1(RNAi) 
bzw. BJ226 kc12 dlg-1(RNAi): 0±0, n=12, p<0,0001 vs. BJ186 dlg-1(RNAi)). 
Insgesamt kann man vermuten, dass die drastischen Veränderungen des 
Zytoskeletts eine Verlängerung der Generationszeit zur Folge haben, wenngleich 
nicht abschließend geklärt ist, inwieweit diese mit der erhöhten RNAi-Sensitivität in 
Einklang zu bringen ist. 
 
3.3.5.3.3 In den Mutanten kommt es zu einem verringerten Längen- und 
Breitenwachstum 
 
Aufgrund der bereits beschriebenen Phänotypen, wie verlängerte Generationszeit 
und verringerte Nachkommenschaft sollte nun auch das Längen- und 
Breitenwachstum analysiert werden. Während der Stamm BJ186 noch eine 
durchschnittliche Körperlänge von etwa 1,38 mm erreicht (1,38±0,07 mm, n=91), sind 
Tiere von BJ225 kc11 im Schnitt etwa 0,14 mm (1,24±0,10 mm, n=117, p<0,0001) 
und Tiere von BJ226 kc12 im Schnitt sogar 0,20 mm kürzer (1,18±0,08 mm, n=103, 
p<0,0001, Abbildung 3-41 A). Auch bezüglich der durchschnittlichen Körperbreiten 
konnte im Vergleich zum Stamm BJ186 eine deutliche Reduktion in den Mutanten 
beobachtet werden (Abbildung 3-41 B). So erreicht dieser einen durchschnittlichen 
Wert von 69,94 µm (69,94±5,36 µm, n=66), wohingegen BJ225 kc11 eine um 3,6% 
(67,41±4,86 µm, n=62, p<0,01) und BJ226 kc12 sogar eine um 16,5% reduzierte 
Körperbreite aufweisen (58,43±5,54 µm, n=86, p<0,0001). 
 
Abbildung 3-41: In den Mutanten kommt es zu verringertem Längen- und Breitenwachstum. 
(A) Tiere von BJ186 erreichen noch eine durchschnittliche Körperlänge von etwa 1,38 mm (1,38±0,07 mm, n=91), 
wohingegen Tiere von BJ225 kc11 im Schnitt etwa 0,14 mm (1,24±0,10 mm, n=117, p<0,0001) und Tiere von 
BJ226 kc12 im Schnitt sogar 0,20 mm kürzer sind (1,18±0,08 mm, n=103, p<0,0001). Auch bezüglich der 
durchschnittlichen Körperbreiten konnte eine deutliche Reduktion in den Mutanten beobachtet werden (B). So 
erreicht BJ186 einen durchschnittlichen Wert von 69,94 µm (69,94±5,36 µm, n=66), während BJ225 kc11 eine um 
3,6% (67,41±4,86 µm, n=62, p<0,01) und BJ226 kc12 sogar eine um 16,5% reduzierte Körperbreite aufweist 
(58,43±5,54 µm, n=86, p<0,0001). Fehlerindikatoren repräsentieren Standardabweichungen der jeweiligen 
Mittelwerte (SD). 
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Die Mutanten zeigen somit ähnliche physiologische Defekte wie ifo-1(kc2), weshalb 
man davon ausgehen kann, dass eine korrekte Organisation des Zytoskeletts im 
Darmepithel essentiell für eine Vielfalt von verschiedenen Funktionen in C. elegans 
ist. 
 
3.3.5.4 Die Kreuzung der Stämme BJ225 kc11 und BJ226 kc12 mit dem 
Wildtyp bewirkt einen kontinuierlichen Verlust des Phänotyps 
 
Im nächsten Schritt sollte das ifo-1::yfp Transgen aus den Stämmen BJ225 kc11 und 
BJ226 kc12 durch Verpaarung mit N2-Männchen ausgekreuzt werden (Abbildung 3-
42). Aus den jeweils resultierenden Tieren der F1-Generation wurden selektiv nur die 
Tiere gepickt, die zwar schwach leuchteten jedoch trotzdem eine Fehlverteilung des 
Reporters aufwiesen und damit homozygot für kc11 oder kc12 waren. In der 
darauffolgenden F2-Generation konnten somit nur mutante Tiere auftreten, die 
entweder das Transgen homozygot (stark leuchtend), heterozygot (schwach 
leuchtend) oder gar nicht trugen (nicht leuchtend). Letztere wurden als einzelne Tiere 
gepickt und für zwei weitere Generationen kultiviert. Während dieser Zeit wurden die 
unabhängigen Linien bezüglich der fehlenden Transgen-Expression kontrolliert. 
Anschließend erhielten sie entsprechend ihres jeweiligen Allels die Bezeichnungen 
BJ241 kc11 und BJ242 kc12. 
 
Abbildung 3-42: Kreuzungsschema zur Generierung von Tieren mit kc11 oder kc12 Allel, 
jedoch ohne ifo-1::yfp Expression. 
Die Stämme BJ225 kc11 und BJ226 kc12 wurden jeweils mit N2-Männchen verpaart. Aus der F1-Generation 
wurden nun einzelne Tiere gepickt, die zwar schwach leuchteten jedoch trotzdem eine Fehlverteilung des 
Reporters aufwiesen und damit homozygot für kc11 oder kc12 waren. Nach Selbstbefruchtung konnten in der F2-
Generation somit nur mutante Tiere auftreten, die entweder das Transgen homozygot (stark leuchtend), 
heterozygot (schwach leuchtend) oder gar nicht trugen (nicht leuchtend). Letztere wurden einzeln gepickt, für 
zwei weitere Generationen kultiviert und bezüglich der fehlenden Transgen-Expression kontrolliert. Anschließend 
erhielten sie entsprechend ihres jeweiligen Allels die Bezeichnungen BJ241 kc11 und BJ242 kc12. 
 
Bei der folgenden Analyse der IFO-1- und IFB-2-Verteilung mittels Immunfluoreszenz 
zeigte sich jedoch ein kontinuierlicher Verlust des Phänotyps bezüglich ihrer 
Fehlverteilung. So konnten zwar in beiden Stämmen Tiere nachgewiesen werden, 
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die trotz Verlust des Transgens noch eine Fehlverteilung von IFO-1 und IFB-2 
aufwiesen (Abbildung 3-43 B-C´´), jedoch nahm dieser Anteil von Generation zu 
Generation ab. Um mögliche Fehler bei der Auskreuzung des Transgens 
auszuschließen, wurden diese Kreuzungen wiederholt. Auch in diesem Ansatz 
konnte der gleiche Effekt beobachtet werden. 
 
Abbildung 3-43: Der Verlust von ifo-1::yfp in kc11 und kc12 bewirkt einen kontinuierlichen 
Verlust des Phänotyps bezüglich der IFO-1 und IFB-2 Fehlverteilung. 
Es konnten in beiden Stämmen BJ241 kc11 und BJ242 kc12 Tiere nachgewiesen werden, die trotz Verlust des 
Transgens noch eine Fehlverteilung von IFO-1 und IFB-2 aufwiesen (B-C´´), jedoch nahm dieser Anteil von 
Generation zu Generation ab. Eichstrich entspricht 20 µm. 
 
3.3.5.5 Im bereits bekannten lin-15b Allel zeigt sich keine Fehlverteilung 
von IFO-1 und IFB-2 
 
Aufgrund dieser Beobachtungen sollte nun in einem anderen Allel von lin-15b 
untersucht werden, ob es in diesem Hintergrund zu der Fehlverteilung von IFO-1 und 
IFB-2 kommt. Zu diesem Zweck wurde der Stamm MT1642, der ein thermosensitives 
lin-15b Allel (n765ts) trägt, für Immunfluoreszenzfärbungen an präparierten Därmen 
gegen diese Proteine verwendet. Anhand von Abbildung 3-44 A kann man deutlich 
erkennen, dass es auch in diesem Hintergrund zu keiner Fehllokalisierung von IFB-2 
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kommt. Ebenfalls konnte keine Fehlverteilung von IFO-1 (nicht gezeigt) und auch 
keine Verringerung des Phalloidin-Signals (Abbildung 3-44 B) beobachtet werden. 
 
Abbildung 3-44: In lin-15b(n765ts) Mutanten kann keine Fehlverteilung von IFB-2 oder 
Verringerung des Phalloidin-Signals beobachtet werden. 
Immunfluoreszenzfärbung gegen IFB-2 und Phalloidin-Färbung an präparierten adulten Därmen von Stamm 
MT1642, der ein thermosensitives lin-15b Allel (n765ts) trägt. (A) Man kann deutlich erkennen, dass es auch in 
diesem mutanten Hintergrund ohne Transgen zu keiner Fehllokalisierung von IFB-2 kommt. Ebenfalls konnte 
auch keine Verringerung des Phalloidin-Signals (B) beobachtet werden. Eichstrich entspricht 20 µm. 
 
3.3.5.6 Die Kreuzung des transgenen Stammes BJ186 mit der lin-15b 
Mutante MT1642 bewirkt die Fehlverteilung von IFO-1::YFP an die 
apikale Kontaktstruktur 
 
Aus diesem Grund sollte geklärt werden, inwieweit das ifo-1::yfp Transgen an der 
Ausprägung des Phänotyps bezüglich der Fehlverteilung von IFO-1 und IFB-2 
beteiligt ist. Zu diesem Zweck wurden Hermaphroditen des Stammes MT1642 mit 
Männchen von verschiedenen transgenen Reportern verpaart und anschließend ihre 
Fluoreszenzverteilung analysiert. Die Expression des IFO-1::YFP-Reporters im lin-
15b(n765ts) Hintergrund führt sofort zu dessen bereits bekannter Fehllokalisierung 
an die CeAJ (Abbildung 3-45 A-B´), wobei der zusätzlich auftretende Multivulva-
Phänotyp als Resultat einer fehlerhaften Bildung von LIN-15A in MT1642 anzusehen 
ist. Dieser spielt jedoch bei der Betrachtung der Fluoreszenz keine Rolle. Weder die 
Expression von IFB-2::CFP noch von ACT-5::YFP im lin-15b(n765ts)-Hintergrund 
konnte im weiteren Verlauf eine solche Fehlverteilung des Reporters induzieren 
(Abbildung 3-45 C-F´). 
Insofern musste davon ausgegangen werden, dass das Transgen an der 
Fehlverteilung von IFO-1 und IFB-2 beteiligt ist. Unter Berücksichtigung der 
Tatsache, dass der Verlust des Transgens erst zu einem kontinuierlichen und nicht 
gleichzeitigen Verlust des Phänotyps bezüglich der Fehlverteilung über mehrere 
Generationen führt, kann man davon ausgehen, dass nur eine durch die Integration 
des Transgens erworbene Mutation in einem potentiell maternalen Gen in 
Kombination mit der Mutation in lin-15b zu der Ausprägung des Phänotyps führt. 
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Abbildung 3-45: Die Expression von IFO-1::YFP in lin-15b(n765ts) Mutanten bewirkt dessen 
Fehlverteilung an die CeAJ. 
Die Expression des IFO-1::YFP-Reporters in lin-15b(n765ts) Tieren führt zu dessen Fehllokalisierung an die 
CeAJ (A-B´), wobei der zusätzlich auftretende Multivulva-Phänotyp als Resultat einer fehlerhaften Bildung von 
LIN-15A in MT1642 anzusehen ist. Die Expression von IFB-2::CFP oder ACT-5::YFP im lin-15b(n765ts) 
Hintergrund kann dagegen eine solche Fehlverteilung des Reporters nicht induzieren (C-F´). Eichstriche 
entsprechen 50 µm. 
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3.3.5.7 Das integrierte ifo-1::yfp array im Stamm BJ186 scheint auf dem 
dritten Chromosom bei ~ 5 cM zu lokalisieren 
 
Zwecks genauer Lokalisierung der durch die Integration von ifo-1::yfp erzeugten 
Mutation auf dem III. Chromosom wurde bereits mit der subchromosomalen Intervall-
Kartierung mittels SNPs begonnen (siehe auch Abschnitt 3.3.4.2). 
 
Tabelle 3-4: Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse der subchromosomalen Intervall-
Kartierung auf dem III. Chromosom für BJ186. 
Jede Zeile stellt eine rekombinante Linie dar, die für verschiedene, jeweils in den Spalten aufgeführte SNPs 
untersucht wurde. Die PCR-Ergebnisse für die jeweiligen SNPs sind nach dem folgenden Schema kodiert: (1) 
gelb mit x bedeutet Nachweis von rekombinanter Hawaii-DNA über PCR, (2) gelb ohne x bedeutet Nachweis von 
rekombinanter Hawaii-DNA als logische Konsequenz der PCR-Analysen benachbarter SNPs, (3) rot bedeutet 
Nachweis von Wildtyp-DNA über PCR, (4) weiß repräsentiert PCR-Fehler. 
 
 
In einem ersten Schritt wurden mutante Linien der F2-Generation nach Verpaarung 
von BJ186 mit Hawaii-Männchen ermittelt, die in Nachbarschaft der Mutation 
ebenfalls Rekombinationsereignisse aufwiesen. Dazu wurde, auf Basis der 
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chromosomalen SNP-Kartierung (siehe Abschnitt 3.3.1.3), in den fünf am engsten 
gekoppelten SNPs an Position -7 cM, -1 cM, 4 cM, 12 cM und 21 cM untersucht, 
welche Linien Hawaii-DNA aufgrund Rekombination aufwiesen. Die bisherigen 
Ergebnisse sind tabellarisch und farblich kodiert in Tabelle 3-4 aufgeführt. Basierend 
auf dem Prinzip, dass die Anzahl der Rekombinationen immer weiter abnimmt, je 
mehr man sich der Integrationsstelle nähert, konnte bereits eine grobe 
subchromosomale Eingrenzung auf einen Bereich zwischen III: -1 cM und III: 21 cM 
erfolgen. Im weiteren Verlauf der Kartierung müssen jedoch zunächst weitere 
mutante F2-Linien generiert werden, da die Rekombinationshäufigkeit auf dem III. 
Chromosom generell höher ausfällt, als auf dem X-Chromosom und somit einen 
größeren experimentellen Ansatz erfordert. 
Parallel wurde ebenfalls ein weiterer Ansatz gewählt, der über 
Kreuzungsexperimente mit Hilfe eines sogenannten mapping-Stammes (DA438) 
erfolgte. Dieser besitzt auf jedem der insgesamt sechs Chromosomen eine 
Genmutation, die sich in einem unter dem Binokular sichtbaren Phänotyp äußert. Es 
handelt sich hierbei um bli-4(e937) I (Blasen in der Kutikula); rol-6(e187) II (Drehung 
der Tiere um ihre Längsachse); vab-7(e1562) III (“keulenartiges“ Schwanzende); 
unc-31(e928) IV (unkoordinierte Fortbewegung); dpy-11(e224) V (fehlendes 
Längenwachstum) und lon-2(e678) X (verstärktes Längenwachstum). Durch 
Kreuzung von BJ186 Männchen mit diesen Hermaphroditen entstand eine 
heterozygote F1-Generation mit wildtypischen Phänotyp und schwacher IFO-1::YFP-
Fluoreszenz. Etwa 20 Tiere der nach Selbstbefruchtung folgenden F2-Generation 
wurden jeweils, gemäß den oben aufgeführten Phänotypen, selektiert und 
anschließend der Anteil an Individuen mit transgener Expression unter dem 
Fluoreszenzbinokular bestimmt. Dabei gilt, dass die Anzahl der rekombinanten Linien 
mit transgener Expression immer weiter abnimmt, je näher sich das untersuchte 
mutierte Gen in der Nähe der Integrationsstelle befindet. Das Ergebnis ist in Tabelle 
3-5 zusammengefasst. 
 
Tabelle 3-5: Tabellarische Zusammenfassung der Anzahl an transgenen Rekombinanten in der 
F2-Generation nach Kreuzung von DA438 mit BJ186 Männchen. 
Aufgelistet ist jeweils die Anzahl an Individuen, die neben dem in der linken Spalte aufgeführten Phänotyp eine 
transgene Expression aufweisen oder nicht. Da im Falle von vab-7 überhaupt keine rekombinanten Tiere 
identifiziert werden konnten, scheint die Integrationsstelle eng mit diesem Genlocus gekoppelt zu sein.   
Phänotyp Anzahl Tiere mit Fluoreszenz Anzahl Tiere ohne Fluoreszenz 
bli-4 13 3 
rol-6 20 1 
vab-7 0 20 
unc-31 17 6 
dpy-11 15 5 
lon-2 20 1 
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Da bei Tieren mit einem vab-7 Phänotyp gar keine transgenen Rekombinanten  
identifiziert werden konnten, scheint die Integrationsstelle eng mit diesem Genlocus 
gekoppelt zu sein. Laut Wormbase (www.wormbase.org) müsste sich diese also in 
etwa bei 5,6±0,012 cM und somit innerhalb des bereits durch subchromosomalen 
SNP-mapping eingegrenzten Intervalls befinden.  
 
3.3.6 Isolierung der ifo-1 Suppressoren kc9 und kc10 
 
Neben einem EMS Mutagenese Screen zur Identifizierung von potentiellen IFO-1 
Lokalisatoren, sollten ebenfalls Suppressoren isoliert werden, die den mutanten ifo-
1(kc3) Phänotyp retten. Hierzu wurden Tiere des Stammes BJ134 verwendet, die 
neben der eigentlichen Mutation auch noch einen stabil integrierten IFB-2::CFP-
Reporter tragen (Hüsken, 2008). 
 
 
Abbildung 3-46: Die isolierten Mutanten BJ43 kc9 und BJ38 kc10 zeigen eine deutliche Rettung 
des ifo-1(kc3) Phänotyps. 
Immunfluoreszenzfärbung gegen IFB-2::CFP (A-D) und Phalloidin-Färbung (A´-D´) an präparierten adulten 
Därmen von Wildtyp mit IFB-2::CFP-Reporter (BJ49) (A-A´), ifo-1(kc3) (B-B´), BJ43 kc9 (C-C´) und BJ38 kc10 (D-
D´). Während in ifo-1(kc3) eine deutliche Fehlverteilung von IFB-2 an CeAJ und zytoplasmatischen Aggregate 
stattfindet (B), kann man dies in den isolierten Suppressorstämmen BJ43 kc9 und BJ38 kc10 kaum beobachten 
(C-D). Die Verteilung ähnelt hier viel mehr dem wildtypischen Muster (A). In allen Fällen lokalisiert Aktin korrekt 
(A´-D´). Eichstrich entspricht 20 µm. 
 
Im Rahmen dieses zweiten Screens konnten 2409 haploide Genome analysiert 
werden, so dass statistisch gesehen jeder Lokus etwa 2,4x mutagenisiert wurde. Die 
Untersuchung und Selektion der Tiere auf ein nunmehr wieder wildtypisches 
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Fluoreszenzmuster, erfolgte am Fluoreszenzbinokular unter möglichst geringer 
Vergrößerung. Auf diese Weise konnten insgesamt zwei unabhängige Mutanten mit 
einer deutlichen Rettung des ifo-1(kc3) Phänotyps isoliert werden. Für eine 
detaillierte phänotypische Analyse des IFB-2-Musters wurden präparierte adulte 
Därme mit einem GFP-Antikörper und Phalloidin gefärbt (Abbildung 3-46). Während 
im Wildtyp mit IFB-2::CFP-Reporter (BJ49) eine normalen Lokalisierung von IFB-
2::CFP und Phalloidin beobachtet werden kann (Abbildung 3-46 A-A´), kommt es in 
ifo-1(kc3) zu einer kompletten Fehlverteilung des Reporters an CeAJ und zu 
zytoplasmatischen Aggregaten, wenngleich Aktin weiterhin apikal lokalisiert 
(Abbildung 3-46 B-B´). In den beiden isolierten Suppressor-Stämmen kommt es 
dagegen zu einer fast vollständigen Rettung dieses Phänotyps, da IFB-2::CFP 
wieder im Terminalgeflecht der endotube lokalisiert und die Aktin-Verteilung weder in 
Intensität noch bezüglich ihrer Lokalisierung beeinträchtigt ist (Abbildung 3-46 C-D´). 
Abschließend wurde über Sequenzierung des ifo-1 Locus bestätigt, dass die 
Punktmutation von ifo-1(kc3) bei 919 bp immer noch in diesen Tieren vorhanden ist. 
 
3.3.6.1 Auskreuzen weiterer, durch EMS verursachter, Mutationen mit 
Hilfe des balancer Stammes AP36 
 
Da durch Hitzestress generierte Männchen von BJ134 scheinbar nicht fertil sind, 
mussten alternative Methoden zur Auskreuzung der übrigen, durch EMS 
verursachten, Mutationen gefunden werden. Hierzu wurden zunächst Männchen des 
balancer Stammes AP36 durch Kreuzung mit N2-Männchen generiert, wobei Tiere 
mit dem balancer leicht an ihrer GFP-Expression im Pharynx selektiert werden 
konnten. Diese wurden in einem nächsten Schritt mit Hermaphroditen von ifo-1(kc3) 
mit homozygotem ifb-2::cfp Transgen (BJ134) verpaart. Die in der F1-Generation 
auftretenden Männchen mit heterozygotem balancer, ifb-2::cfp und ifo-1(kc3) konnten 
nun für die Auskreuzung der Suppressoren verwendet werden. In der nachfolgenden 
Generation mussten Hermaphroditen vereinzelt werden, die sowohl heterozygot für 
den balancer als auch für den Suppressor waren, gleichzeitig jedoch homozygot für 
ifb-2::cfp. Die aus diesen Tieren hervorgehende F2-Generation bestand zum Teil aus 
Tieren, die homozygot für ifo-1(kc3) und ifb-2::cfp und nur heterozygot für den 
Suppressor waren, jedoch keinen balancer mehr trugen. Wurden diese wiederum 
vereinzelt, so konnten schließlich in der F3-Generation wieder die, einmal 
ausgekreuzten, Suppressor-Stämme mit homozygoter Expression von ifo-1(kc3), ifb-
2::cfp und dem unbekannten Suppressor isoliert und für die nächste, von insgesamt 
vier, Auskreuzungsrunden verwendet werden (Abbildung 3-47).  
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Abbildung 3-47: Schema zur Auskreuzung weiterer, durch EMS verursachter, Mutationen in 
den Suppressor-Stämmen mit Hilfe des balancer-Stammes AP36. 
Die Generierung von Männchen des balancer Stammes AP36 erfolgte durch Kreuzung mit N2-Männchen, wobei 
Tiere mit dem balancer an ihrer GFP-Expression im Pharynx selektiert werden. Diese wurden mit Hermaphroditen 
von ifo-1(kc3) mit homozygotem ifb-2::cfp Transgen (BJ134) verpaart. In der F1-Generation auftretende 
Männchen mit heterozygotem balancer, ifb-2::cfp und ifo-1(kc3) wurden für die Auskreuzung der Suppressoren 
verwendet. In der F1-Generation vereinzelte man Hermaphroditen, die heterozygot für den balancer und für den 
Suppressor waren, jedoch homozygot für ifb-2::cfp. Die F2-Generation bestand zum Teil aus Tieren, die 
homozygot für ifo-1(kc3) und ifb-2::cfp und nur heterozygot für den Suppressor waren, jedoch keinen balancer 
mehr trugen. Wurden diese wiederum vereinzelt, so konnten schließlich in der F3-Generation wieder die, einmal 
ausgekreuzten, Suppressor-Stämme isoliert werden. 
 
3.3.6.2 Die Identifizierung der ifo-1 Suppressoren kc9 und kc10 könnte 
über eine Genomsequenzierung erfolgen 
 
Normalerweise wurde für die Identifizierung von mutierten Genen immer das System 
zur genetischen Kartierung mit Hilfe von Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) 
verwendet (Davis et al, 2005), die durch Verpaarung mit Hawaii-Männchen 
eingekreuzt werden. Sowohl für die chromosomale als auch die darauf aufbauende 
subchromosomale Lokalisierung der Mutation ist jedoch eine eindeutige 
Unterscheidung zwischen Tieren mit einem wildtypischen Hintergrund und einem 
mutanten Hintergrund unter dem Fluoreszenzbinokular nötig. Da sich die 
Suppressor-Stämme jedoch nur marginal in ihrem IFB-2::CFP-Muster von dem 
wildtypischen Fluoreszenzmuster unterscheiden (siehe Abschnitt 3.3.6), erscheint die 
Identifizierung der mutierten Gene auf Basis einer genomweiten Sequenzierung 
wesentlich sinnvoller. Bedingt durch Beobachtung der, während der Auskreuzungen, 
aufgetretenen Phänotypen, kann jedoch eine Lokalisierung auf den Chromosomen 
IV, V und X bereits ausgeschlossen werden. 
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4 Diskussion 
 
4.1 IFO-1 reguliert zusammen mit ACT-5 das intestinale Zytoskelett in 
Caenorhabditis elegans 
 
Zur Identifizierung und Analyse molekularer Regulatoren für die hoch-spezifische 
subzelluläre Anreicherung von Intermediärfilamenten im Darm wurde ein EMS 
Mutagenese Screen mit einem IFB-2::CFP Reporter durchgeführt, der exklusiv in der 
endotube lokalisiert (Hüsken, 2008). Zwei der isolierten Allele (kc2 und kc3) führen 
zu einer Fehllokalisierung von IFB-2 und IFC-2 an CeAJ und zu zytoplasmatischen 
Aggregaten und wurden deshalb als Intestinal Filament Organizer (IFO-1) bezeichnet 
(Carberry et al, 2012; Hüsken, 2008; Wiesenfahrt, 2010). 
Im Rahmen der Charakterisierung des ifo-1(kc2) Allels konnte gezeigt werden, dass 
die fehlerhafte Lokalisierung von Intermediärfilamenten auch mit einer Verschiebung 
des Expressionslevels von IFB-2 einhergeht. So kann in den Mutanten ein deutlich 
häufigeres Vorkommen der längeren IFB-2a Isoform nachgewiesen werden 
(Abbildung 3-6). Interessanterweise konnte im Falle eines weiteren intestinalen 
Intermediärfilaments, nämlich IFC-2, dagegen keine Veränderungen festgestellt 
werden (Daten nicht gezeigt), weshalb von einer spezifischen Reaktion auf 
Expressionsebene ausgegangen werden kann. Aus der veränderten Expression von 
IFB-2 könnte geschlossen werden, dass eine intrazelluläre Kommunikation zwischen 
der apikalen Membrandomäne und dem Zellkern besteht. Anhaltspunkte dafür, wie 
eine solche Kommunikation ablaufen könnte, finden sich beispielsweise in 
Drosophila. So weisen β-Catenine, wie auch das entsprechende Homolog Armadillo, 
eine starke Ähnlichkeit mit Importinen und Exportinen auf, die für den Transport von 
Proteinen in und aus dem Zellkern benötigt werden (Conti et al, 1998). In 
Abwesenheit des Wnt-Signals assoziiert β-Catenin hauptsächlich mit der apikalen 
Membran und bildet dort zusammen mit den Cadherinen und α-Catenin einen 
Komplex der Zonula adherens, den CCC (Chan & Struhl, 2002). Als Reaktion auf den 
Wnt-Signalweg akkumuliert es dagegen im Zytoplasma und Zellkern der Zelle und 
vermittelt auf diese Weise die transkriptionelle Aktivierung von sogenannten Wnt-
Zielgenen (Behrens et al, 1996; Molenaar et al, 1996). Dabei fungiert β-Catenin 
gleichzeitig als Koaktivator der Transkription im Rahmen des Wnt-Signals (Review in 
Mosimann et al, 2009) und als Komponente der apikalen Kontaktstruktur (Pai et al, 
1996). 
Obwohl in vielen Tieren eine einzelne Isoform in der Lage ist, diese unterschiedlichen 
Prozesse zu steuern (Putzke & Rothman, 2010), konnten in C. elegans mit BAR-1, 
WRM-1, HMP-2 und SYS-1 vier verschiedene β-Catenine identifiziert werden (Costa 
et al, 1998; Eisenmann et al, 1998; Kidd et al, 2005; Rocheleau et al, 1997). 
Während jedoch WRM-1, BAR-1 und SYS-1 bereits alle im Zusammenhang mit der 
Weitergabe des Wnt-Signals in verschiedenen Entwicklungsstadien beschrieben 
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worden sind (Eisenmann et al, 1998; Kidd et al, 2005; Rocheleau et al, 1997), wurde 
HMP-2 ursprünglich nur als Komponente des CCC identifiziert, die ausschließlich für 
die Cadherin-vermittelte Adhäsion verantwortlich ist (Costa et al, 1998). Die Kollegen 
Putzke und Rothman konnten dagegen erstmals zeigen, dass HMP-2 sehr wohl eine 
entscheidende Rolle während der Induktion des Endoderms spielen kann (Putzke & 
Rothman, 2010). Diese beginnt im Wildtyp mit der Freisetzung der MOM-2 Wnt-
Liganden durch die Keimbahnvorläuferzelle P2, die durch die entsprechenden MOM-
5 Wnt-Rezeptoren der benachbarten EMS-Zelle gebunden werden (Thorpe et al, 
1997) und dessen Polarisierung induzieren. In der resultierenden E-Tochterzelle führt 
die Aktivierung des Wnt-Signals dazu, dass WRM-1 den Lef-1/Tcf-
Transkriptionsfaktor POP-1 von einem Repressor in einen Aktivator der end-1/3 
Gene konvertiert und somit die Differenzierung des Endoderms einleitet (Review in 
Maduro & Rothman, 2002). In Abwesenheit von WRM-1 arretieren dagegen alle 
Embryonen ohne Endoderm und die E-Zelle übernimmt das Schicksal der MS-
Tochterzelle (Rocheleau et al, 1997). Eine Hyperaktivierung des Wnt-Signalwegs in 
Verbindung mit einer Überproliferation der E-Zellen während der Entwicklung des 
Endoderms wird hierbei beispielsweise durch die Fer nonreceptor tyrosine kinase 
FRK-1 oder das humane Homolog des APC Tumorsuppressorgens APR-1 verhindert 
(Putzke & Rothman, 2010), die beide mit β-Catenin interagieren können (Natarajan 
et al, 2001; Rosato et al, 1998), und auf diese Weise HMP-2 vom Zellkern 
ausschließen (Putzke & Rothman, 2010). Die Ausschaltung von FRK-1 induziert 
dagegen die Aktivierung der Entwicklung des Endoderms durch HMP-2, auch 
unabhängig vom bislang einzigen in diesem Zusammenhang beschriebenen β-
Catenin WRM-1 (Putzke & Rothman, 2010). 
Aufgrund dieser Beobachtungen kann somit davon ausgegangen werden, dass auch 
HMP-2 eine Funktion als Signal-β-Catenin im Rahmen des Wnt-Signalwegs ausüben 
kann, wobei beispielsweise die beobachtete Überproliferation der E-Zellen nach frk-
1(RNAi) und/oder apr-1(RNAi) sogar unabhängig von POP-1 auftreten (Putzke & 
Rothman, 2010). Übertragen auf die Situation in ifo-1(kc2) könnte dies bedeuten, 
dass die massive Fehllokalisierung von IFs an die CeAJ direkt mit der korrekten 
Bindung von β-Catenin (HMP-2) interferiert, welches in der Folge vermehrt 
zytoplasmatisch vorliegt. Dieses kann nicht mehr im ausreichenden Maße vom 
Zellkern ausgeschlossen werden und stimuliert dort direkt die Expression von 
spezifischen Zielgenen, wie IFB-2a. Ebenso ist eine Aktivierung über POP-1 
denkbar, welches auch im larvalen und adulten Stadium exprimiert wird (Reece-
Hoyes et al, 2007). So konnten Schroeder und McGhee beispielsweise zeigen, dass 
der Wnt-Signalweg über POP-1 für eine korrekte Musterbildung im C. elegans 
Endoderm benötigt wird (Schroeder & McGhee, 1998). Unterstützt wird diese These 
außerdem durch die Beobachtung, dass bereits eine Überexpression von HMP-2 
dessen Funktionalität im Hinblick eines Wnt-abhängigen Signals erweitert, sodass 
dieses die postembryonale Funktion von BAR-1 übernehmen kann (Natarajan et al, 
2001). Aus diesem Grund soll die Analyse der Überexpression im ifo-1(kc2) 
Hintergrund auch nach Durchführung von hmp-2(RNAi) erfolgen. Gleichzeitig könnte 
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das Expressionsmuster bestimmter, in ifo-1(kc2) auffälliger Proteine, mit dem von 
Tieren nach HMP-2 Überexpression verglichen werden. 
Die ebenso zu beobachtende signifikante Reduktion von Aktin in Abwesenheit von 
IFO-1 (Abbildung 3-9) könnte auch über eine Beteiligung des Wnt-Signalwegs 
begründet werden, wobei in diesem Fall eine negative Regulierung durch HMP-2 
vorliegen würde. Gleichzeitig ist sie erstaunlich, da die Ausbildung von Mikrovilli und 
den eingelagerten Aktinfilamenten korrekt abläuft (Carberry et al, 2012). Das apikale 
intestinale Zytoplasma enthält neben filamentösem mikrovillären Aktin auch basal 
gelegenes Aktin des Terminalgeflechts, welches mit der CeAJ assoziiert scheint 
(Labouesse, 2006). Deshalb kann der Verlust von Aktin in ifo-1(kc2) nur auf einer 
Reduktion von Aktin des Terminalgeflechts und/oder der mikrovillären Endungen 
basieren. Damit unterscheidet sich dieser Phänotyp deutlich von dem nach erm-
1(RNAi), der in einem fortschreitenden Verlust der Mikrovilli resultiert (Göbel et al, 
2004) und Tieren mit einer Deletion in act-5, dessen Protein spezifisch in den 
intestinalen Mikrovilli lokalisieren soll, ähnelt (MacQueen et al, 2005). IFO-1 und 
ERM-1 besitzen also unterschiedliche Funktionen bei der Organisation von Aktin. 
Möglicherweise vermittelt ERM-1 die Verankerung von Aktin und insbesondere ACT-
5 an die apikale Plasmamembran, während IFO-1 ACT-5 und/oder weitere 
Aktinformen des Terminalgeflechts mit dem IF-Netzwerk der endotube verbindet. 
Diese These wird durch Ergebnisse in murinen Kolonozyten bestätigt, die eine 
Verbindung zwischen dem intakten IF-Zytoskelett und Aktin nachweisen. So führt die 
Deletion des Keratins 8 zu einer gestörten Lokalisierung von Aktin, welches im 
lateralen Kortex nicht mehr nachweisbar ist und apikal aggregiert (Toivola et al, 
2004). Ein Verlust von apikalen Aktin kann ebenfalls in kultivierten Kolonzellen der 
Linie CACO-2 nach Herunterregulierung von Keratin 8 beobachtet werden, der aber 
interessanterweise durch eine gleichzeitige Überexpression von ERM-1 gerettet 
werden kann (Wald et al, 2005). Eine abschließende Validierung dieser These soll 
durch die Überexpression von ERM-1 in ifo-1(kc2) mit anschließender 
Quantifizierung von Aktin erfolgen. 
Dagegen ist bisher nicht bekannt gewesen, ob das apikale Aktin-Zytoskeletts eine 
essentielle Voraussetzung für die korrekte Lokalisierung der intestinalen IFs darstellt. 
RNAi gegen Komponenten des WAVE/SCAR-Komplexes und erm-1 führt zwar zu 
einer schwächeren Phalloidin-Färbung, die gleichzeitig auch eine Schwächung des 
Aktin-Zytoskeletts indiziert, jedoch konnten in diesem Zusammenhang bislang keine 
Veränderungen bezüglich der apikalen Lokalisierung des IFB-2-Netzwerks 
beobachtet werden (Bernadskaya et al, 2011; Carberry et al, 2012; Göbel et al, 2004; 
Patel et al, 2008; van Fürden et al, 2004) (diese Arbeit). Aus diesem Grund sollte die 
Rolle der bisher in C. elegans bekannten Aktinformen ACT-1-5 durch 
darmspezifisches postembryonales RNAi evaluiert werden. Dabei konnte nur im Falle 
von act-5(RNAi) ein dramatischer Phänotyp hinsichtlich der apikalen Lokalisierung 
von IFO-1 und IFB-2 beobachtet werden. So kommt es zu einer extrem starken 
Reduktion von Phalloidin exklusiv im Darm und parallel hierzu zu Löchern im 
Terminalgeflecht. Diese Löcher werden im zeitlichen Verlauf größer und führen 
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schließlich zu einem kompletten Verlust der apikalen Integrität von IFB-2 und IFO-1 
(Abbildung 3-7). Bisher wurde ACT-5 nur als essentielle Komponente für die Bildung 
von Mikrovilli in C. elegans beschrieben, dessen Deletion zu frühem larvalen Arrest 
führt (MacQueen et al, 2005). Erstaunlicherweise hat ACT-5 somit auch nach der 
Embryogenese noch eine weitere Funktion: Die Erhaltung der apikalen Integrität des 
Terminalgeflechts. Dabei könnten die entstehenden Löcher in einem direkten 
Zusammenhang mit einem fehlerhaften turnover der Mikrovilli stehen. So zeigen 
Embryonen nach erm-1(RNAi) ebenfalls eine diskontinuierliche Integrität im Bereich 
des Terminalgeflechts, die mit einem kontinuierlichen Verlust von Mikrovilli 
einhergeht (Göbel et al, 2004), während diese in Deletionsmutanten von act-5 
komplett fehlen (MacQueen et al, 2005). Da ERM-1 außerdem eine hochkonservierte 
C-terminale Aktin-Bindungsdomäne aufweist (Göbel et al, 2004) und auch in anderen 
Systemen Aktin-abhängige Funktionen ausübt (Bretscher et al, 2002), erscheint eine 
Beteiligung von ACT-5 an diesem Prozess möglich. Die Tatsache, dass lediglich im 
Falle von act-5(RNAi) ein Phänotyp beobachtet werden konnte, spricht außerdem für 
eine spezifische Rolle von ACT-5 bei der Morphogenese von Mikrovilli, die bereits 
von MacQueen und Kollegen vermutet worden ist (MacQueen et al, 2005). Aus 
anderen Systemen ist dagegen bislang nicht bekannt, ob und welches Aktin 
spezifisch für den turnover der Mikrovilli benötigt wird, jedoch konnten bereits 
funktionelle Unterschiede zwischen einzelnen Isoformen in anderen Geweben 
identifiziert werden. So kann beispielsweise der, aufgrund einer Mutation in einem 
muskulären Aktin-Gen hervorgerufene, Flugdefekt in Drosophila nicht durch die 
ektopische Expression von zytoplasmatischen Aktin gerettet werden (Fyrberg et al, 
1998), wohingegen Überexpressionsstudien verschiedener Aktin-Gene in kultivierten 
Myoblasten unterschiedliche Auswirkungen auf die Organisation des Zytoskeletts 
zeigten (Schevzov et al, 1992). 
Die Überexpression von ACT-5::YFP ist dagegen in der Lage den ifo-1 Phänotyp 
hinsichtlich der Fehlverteilung von IFs zu retten (Abbildung 3-8). Dies lässt vermuten, 
dass die falsche Lokalisierung der IFs in ifo-1(kc2) (in)direkt auch durch das 
geschwächte Aktin-Zytoskelett verursacht wird, wenngleich bislang nicht geklärt ist, 
weshalb die IFs gerade an der CeAJ akkumulieren. Für diese These spricht die 
Tatsache, dass IFO-1 eine putative FH2-Aktin-Bindungsdomäne aufweist (561-1161 
AS, (Hüsken, 2008)) und entsprechende Proteine eine wichtige Funktion bei der 
Organisation des Aktin-Zytoskeletts ausüben (Shimada et al, 2004; Wallar & Alberts, 
2003). Außerdem konnte bereits in verschiedenen Systemen gezeigt werden, dass 
eine Reduktion von Aktin ebenfalls mit einer fehlerhaften Lokalisation von IFs 
einhergeht (Weber & Bement, 2002; Werner et al, 2004; Woll et al, 2005). Dagegen 
weisen gex-2/3 und wve-1 Mutanten mit reduzierter Phalloidinfärbung ebenso eine 
normale Lokalisation von IFB-2 auf (Patel et al, 2008), wie erm-1 Mutanten und Tiere 
nach erm-1(RNAi) mit ebenfalls geschwächtem Aktinzytoskelett (Carberry et al, 
2012; Göbel et al, 2004; van Fürden et al, 2004) (diese Arbeit). Eine Quantifizierung 
von IFs in diesen Hintergründen ist jedoch bislang nur in erm-1(tm677) erfolgt (siehe 
Abschnitt 3.1.6). Interessanterweise konnte hierbei eine um mehr als 55% reduzierte 
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Fluoreszenz von IFB-2 im Vergleich zum Wildtyp bestimmt werden, die wiederum 
durch den gleichzeitigen Verlust von Aktin verursacht werden könnte. 
Die Ausschaltung von IFO-1 und ERM-1 zusammen führt dagegen zu einer noch 
stärkeren Reduktion von Aktin und IFB-2 in Kombination mit Zell-
Zelladhäsionsdefekten der Enterozyten (Abbildungen 3-9 und 3-10) und spricht 
dafür, dass beide Proteine die Verteilung von Aktin und IFs unterschiedlich stark 
beeinflussen. Man kann somit davon ausgehen, dass die Integrität des Darmepithels 
während der Morphogenese neben den Komponenten der CeAJ auch ein System 
bestehend aus IFs und AFs benötigt, wobei in Bezug auf Aktin bislang nur eine 
Expression von ACT-5 in den Mikrovilli beschrieben wurde (MacQueen et al, 2005). 
Bislang unveröffentlichte Daten weisen dagegen auch auf eine Lokalisierung von 
Aktin an der CeAJ hin und sprechen somit für die Expression weiterer intestinaler 
Aktinformen (Richard Coch, persönliche Kommunikation). Insgesamt scheint es somit 
eine evolutionär konservierte Verbindung zwischen Proteinen wie ERM-1, den 
apikalen AFs und dem IF-Zytoskelett zu geben, wenngleich die mechanisch hohen 
Anforderungen des Nematodendarms anscheinend weitere linker-Proteine, wie IFO-
1, erfordern. Dabei scheint gerade IFO-1 zusammen mit ERM-1 und DLG-1 auch für 
die korrekte Ausbildung der CeAJ und des Darmlumens verantwortlich zu sein. So 
konnten bei gleichzeitiger Herunterregulierung von IFO-1 und ERM-1 oder IFO-1 und 
DLG-1, Zelladhäsionsdefekte während der Morphogenese des Darms beobachtet 
werden. Ähnliche Phänotypen wurden bislang nur bei Herunterregulierung von HMP-
1/α-Catenin und DLG-1 (Segbert et al, 2004) oder HMR-1/Cadherin und ERM-1, 
jedoch nicht bei DLG-1 und ERM-1 (van Fürden et al, 2004) oder IFO-1 und HMR-1 
identifiziert. Dies lässt vermuten, dass die Etablierung und Aufrechterhaltung 
junktionaler und luminaler Integrität während der Embryogenese durch zwei weitere 
redundante Zelladhäsionssysteme, nämlich IFO-1/CCC und ERM-1/DAC 
gewährleistet wird (Carberry et al, 2012).  
 
4.2 MICS-1: Ein mögliches linker-Protein zwischen 
Intermediärfilamenten und Mitochondrien in C. elegans 
 
Die drastische Fehlorganisation des intestinalen Zytoskeletts in ifo-1(kc2) resultiert in 
einer Vielzahl an physiologischen Defekten, wie reduzierter Nachkommenschaft, 
verlängerter Generationszeit, erhöhter larvaler Letalität und reduziertem Längen- und 
Breitenwachstum in Kombination mit einer verringerten Lebenserwartung (Abbildung 
3-1). Als mögliche Ursache konnte in vivo mittels Nilrot-Färbung (Greenspan et al, 
1985) eine deutliche Abnahme des Fettgehalts in den Enterozyten identifiziert 
werden (Abbildung 3-2). Diese basiert jedoch wahrscheinlich nicht auf einer 
verringerten Effizienz der Nahrungsaufnahme, da im Falle des 
Oligopeptidtransporters PEPT-1, der für die Aufnahme von Produkten der luminalen 
Proteolyse und somit für Entwicklung, Wachstum und auch Reproduktion von C. 
elegans essentiell ist (Meissner et al, 2004; Nehrke, 2003), sogar eine erhöhte 
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Expression nachgewiesen werden konnte (Abbildung 3-5). Die Untersuchung der 
Tiere mit Hilfe von mitochondrialen Markern führte dagegen zur Identifizierung einer 
drastischen Reduktion und Fehllokalisierung der mitochondrialen ATPase mit AAA 
Domänen Homolog (ATAD-3) (Abbildung 3-3) und zu einer deutlich sichtbaren 
Fehlverteilung des mitochondrialen scaffolding Proteins MICS-1 zusammen mit IFB-2 
an die CeAJ und zu den zytoplasmatischen Aggregaten (Abbildung 3-4). Dies lässt 
vermuten, dass die Ursache für eine verringerte Nahrungsverwertung und in der 
Folge für die weiteren physiologischen Defekte in ifo-1(kc2) vielmehr in einer 
Fehlfunktion von Mitochondrien liegt, die durch eine Fehllokalisierung von IFs 
verursacht wird. Gleichzeitig kann in Bezug auf die veränderten Expressionsmuster 
von PEPT-1 und ATAD-3 in ifo-1(kc2) erneut eine Beteiligung des Wnt-Signalwegs 
durch HMP-2 (siehe Abschnitt 4.1) in Betracht gezogen werden. 
Das Vertebraten-Homolog ATAD-3 besitzt, wie auch das gleichnamige Protein in C. 
elegans, eine konservierte AAA- (ATPases associated with a variety of cellular 
activities) Domäne (Hoffmann et al, 2009) und wurde ursprünglich in einem 
proteomischen Screen mit Mitochondrien aus der Leber von Mäusen identifiziert 
(Mootha et al, 2003). Obwohl seine genaue physiologische Funktion unklar ist, gibt 
es dennoch Hinweise darauf, dass es in die mitochondriale Nukleotid-Organisation 
involviert ist und bei verschiedenen Krebsarten stärker exprimiert wird (Gires et al, 
2004; Hubstenberger et al, 2008; Schaffrik et al, 2006). In C. elegans wird ATAD-3 
für eine normale mitochondriale Morphologie und Aktivität benötigt wird. So zeigen 
atad-3(RNAi) Tiere eine reduzierte mitochondriale NADH-Ubiquinon Oxidoreductase 
(Komplex I)- und Citrat-Synthase-Aktivität (Hoffmann et al, 2009). Diese geht einher 
mit einer fehlerhaften Organisation der Mitochondrien, die wesentlich dünner 
erscheinen (Hoffmann et al, 2009). Interessanterweise ist das an der inneren 
Mitochondrienmembran lokalisierende ATAD-3 auch für eine korrekte larvale 
Entwicklung unentbehrlich (Addo et al, 2010; Hoffmann et al, 2009), die auch in ifo-
1(kc2) gestört ist und in einem larvalen Arrest resultiert (Abbildung 3-1). Weitere 
Parallelen zwischen Tieren nach atad-3(RNAi) und ifo-1(kc2) finden sich ebenso mit 
der verringerten Körpergröße, dem reduzierten Fettgehalt der Enterozyten und der 
geringeren Anzahl an Nachkommen pro adultem Tier (Hoffmann et al, 2009) 
(Abbildungen 3-1 und 3-2). Zusammen mit der drastisch reduzierten ATAD-3-
Fluoreszenz in ifo-1(kc2) (Abbildung 3-3) kann man somit davon ausgehen, dass es 
zu einer verringerten Aktivität von Mitochondrien kommt, die zu ähnlichen 
physiologischen Defekten, wie nach Herunterregulierung von ATAD-3, führt. Zur 
weiteren Bestätigung dieser These sollen deshalb auch im ifo-1(kc2) Hintergrund 
entsprechende Messungen der Komplex 1- und Citrat-Synthase-Aktivität erfolgen. 
Gleichzeitig stellt sich somit aber auch die Frage, wie eine Fehllokalisierung von IFs 
in ifo-1(kc2), die Funktionalität von Mitochondrien überhaupt beeinflussen kann. Die 
Funktionsweise von IFs bezüglich der Lokalisierung und Funktionalität von 
Mitochondrien ist bislang noch nicht in vollem Umfang verstanden, jedoch 
lokalisieren diese in verschiedensten Zelltypen in unmittelbarer Nachbarschaft 
(Georgatos & Maison, 1996; Uttam et al, 1996; Wagner et al, 2003). Eine wichtige 
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funktionelle Verbindung zwischen IFs und Mitochondrien konnte in Desmin-Null-
Mäusen identifiziert werden (Capetanaki, 2002; Paulin & Li, 2004), die 
kardiovaskuläre Läsionen, dilatierte Kardiomyopathien und skeletale Myopathien 
ausbilden (Li et al, 1996; Milner et al, 1996). In den Mitochondrien aus Herz und 
Skelettmuskeln kann eine veränderte Morphologie und intrazelluläre Lokalisierung 
zusammen mit einer progressiven Degenerierung der Mitochondrienmatrix 
beobachtet werden (Capetanaki, 2002; Milner et al, 2000; Paulin & Li, 2004). In der 
Folge kommt es zu erhöhter mitochondrialen Proliferation und einer Akkumulierung 
von Mitochondrien in Form von Aggregaten (Milner et al, 2000). In Patienten mit einer 
trunkierten Desmin-Variante kommt es ebenfalls zu einer Aggregatbildung von 
Mitochondrien (Schröder et al, 2003). Obwohl Mitochondrien aufgrund des enormen 
Bedarfs an ATP insbesondere in Muskelzellen essentiell sind, kann eine Verbindung 
zwischen IFs und Mitochondrien auch im Fall von Neurofilamenten, Laminen und 
Keratinen beobachtet werden (Toivola et al, 2005). So konnte beispielsweise in 
menschlichen Hepatozyten ohne Keratin bzw. mit fehlgebildetem Keratin eine 
signifikante Verkleinerung der Mitochondrien, sowie in K8 defizienten Lebern ein 
geringerer ATP-Haushalt in Kombination mit reduziertem Zytochrom c Komplex 
beobachtet werden (Tao et al, 2009). Obwohl somit der Effekt von IFs auf 
mitochondriale Funktionen (z.B. bei Apoptose oder Energiemetabolismus), den 
mitochondrialen turnover und ihre Lokalisierung klar zu sehen ist, ist die Dynamik 
einer solchen Assoziation samt beteiligter linker-Proteine trotzdem noch nicht 
verstanden (Toivola et al, 2005). 
Während MICS-1 und ATAD-3 im Wildtyp (N2) uniform im Zytoplasma und verstärkt 
an der apikalen Membran zusammen mit IFB-2 lokalisieren, kommt es in den 
Mutanten zu einer deutlich sichtbaren Fehlverteilung von MICS-1 zusammen mit IFB-
2 an die CeAJ und zu den zytoplasmatischen Aggregaten (Abbildungen 3-3 und 3-4). 
Dies lässt vermuten, dass es eine Verbindung zwischen diesen beiden Proteinen 
gibt, da für ATAD-3 eine solche Fehlverteilung nicht beobachtet werden konnte. 
Sowohl MICS-1 als auch das humane Homolog besitzen eine PDZ-
Proteinbindungsdomäne (Court et al, 2005; Hoffmann et al, 2012; Nemoto & De 
Camilli, 1999). Die PDZ-Proteinbindungsdomäne, auch DHR (disc large homology 
region) genannt, besteht aus einem konservierten Motiv von ~90 Aminosäuren und 
wurde ursprünglich in PSD-95 (Cho et al, 1992), Dlg-A (Woods & Bryant, 1991) und 
ZO-1 (Itoh et al, 1993) identifiziert. Sie findet sich in einer großen Vielfalt an 
Signalproteinen von Bakterien, Hefen, Pflanzen, Insekten und Vertebraten (Ponting, 
1997; Ponting et al, 1997) wieder und binden entweder über den C-Terminus von 
Proteinen oder interne Peptidsequenzen (Ponting et al, 1997). Bislang sind jedoch 
weder MICS-1 noch sein humanes Homolog bezüglich einer möglichen Interaktion 
mit IFs charakterisiert worden. Dies könnte daran liegen, dass diese selber über 
keine eigene PDZ-Proteinbindungsdomäne verfügen. Eine solche Verbindung kann 
somit nur über andere Proteine mit entsprechender Erkennungssequenz erfolgen. 
Als Homolog des humanen outer mitochondrial membrane protein 25 (OMP25 auch 
Synaptojanin-2-bindendes Protein) ist es trotzdem als ein aussichtsreicher Kandidat 
für eine indirekte Interaktion mit IFs anzusehen, da es an der äußeren 
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Mitochondrienmembran lokalisiert und gleichzeitig mit ATAD-3 interagiert (Hoffmann 
et al, 2012).  
Für diese These spricht beispielsweise, dass in kultivierten chinese hamster ovary 
(CHO) Zellen und isolierten Mitochondrien aus Lebern von Ratten sowie 
Zellfraktionierungsanalysen bereits eine trunkierte Form von OMP25 in der Lage ist, 
mit seinem transmembranen C-Terminus an der äußeren Mitochondrienmembran zu 
lokalisieren (Nemoto & De Camilli, 1999). Interessanterweise zeigten diese Zellen, 
die nur eine C-terminale Form von OMP25 exprimierten, jedoch eine Aggregation 
von Mitochondrien (Nemoto & De Camilli, 1999), die beispielsweise in Mäusen auch 
durch fehlerhafte oder fehlende Expression von Desmin induziert wird (Carlsson & 
Thornell, 2001; Linden et al, 2001; Milner et al, 2000; Reipert et al, 1999). Der 
fehlende zytoplasmatische N-Terminus beinhaltet die eingangs erwähnte PDZ-
Proteinbindungsdomäne und ist in der Lage spezifisch eine Verbindung zwischen 
heterologen Proteinen, wie die Inositol-Polyphosphat 5-Phosphatase Synaptojanin-2, 
und der Mitochondrienmembran aufzubauen (Nemoto & De Camilli, 1999). Jedoch ist 
bislang noch unbekannt, wie dies den Transport und die korrekte Positionierung von 
Mitochondrien in höheren eukaryotischen Zellen steuert (Nemoto & De Camilli, 
1999). Interessanterweise konnte aber bereits gezeigt werden, dass Synaptojanin-2 
außerdem mit der kleinen GTPase Rac-1 interagiert (Malecz et al, 2000), die neben 
der transkriptionellen Kontrolle und dem endozytotischen Vesikeltransport auch für 
die Organisation des Aktinzytoskeletts benötigt wird (Hall, 1998; Lamaze et al, 1996; 
Westwick et al, 1997). 
Die Ergebnisse für C. elegans implizieren ebenfalls eine Verbindung zwischen dem 
Zytoskelett und den Mitochondrien, wenngleich diese durch geeignete 
Interaktionsstudien zwischen MICS-1 und beispielsweise IFB-2 noch bestätigt 
werden muss. So wird für Mutanten des Synaptojanin-Homologs unc-26 
beispielsweise eine fehlerhafte Organisation des Zytoskeletts vermutet, die in 
Defekten beim synaptischen Vesikeltransport resultiert (Harris et al, 2000), während 
in COS7-Zellen bereits gezeigt werden konnte, dass die Phosphoinositid-
Phosphatase Synaptojanin einen wichtigen Beitrag bei der Erhaltung des Aktin-
Zytoskeletts leistet (Sakisaka et al, 1997). Da unc-26 außerdem im Darmepithel von 
C. elegans exprimiert wird (McKay et al, 2003), soll in diesem Zusammenhang auch 
die Organisation von Zytoskelett und Mitochondrien im mutanten Hintergrund 
untersucht werden. 
 
4.3 LIN-15B reguliert zusammen mit einem bisher nicht identifizierten 
Protein die Lokalisierung von IFO-1, Intermediärfilamenten und 
Aktinfilamenten in der subapikalen Enterozyten-Domäne 
 
Mit IFO-1 wurde unlängst ein linker-Protein identifiziert, das sowohl IFs als auch AFs 
beeinflusst und dessen Ausschaltung zu einem Verlust des Terminalgeflechts führt 
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(Carberry et al, 2012; Hüsken, 2008; Wiesenfahrt, 2010). Der funktionelle 
Mechanismus von IFO-1 selbst blieb dagegen bislang unbekannt. Entsprechende 
Interaktionsstudien mittels Hefe-2-Hybrid Screens führten zwar zur Evaluierung 
potentieller Kandidaten (Dr. Felkl, persönliche Mitteilung), jedoch resultierte dessen 
Herunterregulierung über RNAi bislang in keinem offensichtlichen Phänotyp (Daten 
nicht gezeigt). 
Im Rahmen dieser Arbeit gelang es durch UV-Bestrahlung einen stabilen transgenen 
C. elegans-Stamm zu etablieren, der fluoreszierendes IFO-1 exprimiert und als 
Modellsystem für die Untersuchung und Identifikation von IFO-1-Modulatoren im 
Rahmen genetischer Screens eingesetzt werden kann. Aus diesem Grund 
verwendete man diese Würmer des Stammes BJ186, zur Identifizierung von 
möglichen Lokalisatoren von IFO-1 mit Hilfe eines klassischen EMS Mutagenese 
Screens. Insgesamt konnten auf diese Weise zwei unabhängige mutante Linien 
identifiziert werden, die ein aberrantes IFO-1-Netzwerk aufwiesen (siehe Abschnitt 
3.3.3). Durch genetische Kartierung mittels SNP-mapping (siehe Abschnitt 3.3.4) 
konnten die Mutationen der zwei Stämme BJ225 kc11 und BJ226 kc12 zunächst auf 
das X-Chromosom und schließlich auf ein Intervall von 14 Genen bzw. 21 Genen 
kartiert werden. Nach einer weiteren Eingrenzung mittels genomischer 
Sequenzierung, Softwareanalyse und der Verwendung von RNAi gegen die 
verbliebenen Kandidaten, wurde schließlich das Gen identifiziert, dessen 
Herunterregulierung den mutanten Phänotyp kopiert: LIN-15B. 
In den Mutanten kann bereits ab dem L1-Stadium eine immer weiter fortschreitende 
Fehllokalisierung von IFO-1::YFP entlang der apikalen Junktionen, die paarweise 
linienförmig von anterior nach posterior verlaufen und an den Zellgrenzen 
benachbarter Darmzellen strickleiterartig miteinander verbunden sind, beobachtet 
werden (Abbildung 3-30). Diese Fehlverteilung von IFO-1::YFP vom Terminalgeflecht 
weg und zu der CeAJ hin, initiiert in der Folge eine Fehlverteilung von IFB-2 nach 
demselben Schema, wobei in adulten Tieren jeweils der stärkste Phänotyp detektiert 
werden kann (Abbildung 3-37). Ebenfalls kommt es in beiden Allelen zu einer 
deutlichen Reduktion des intestinalen Aktins (Abbildung 3-38). Deshalb ist LIN-15B 
scheinbar an der korrekten apikalen Verteilung des Zytoskeletts beteiligt, wenngleich 
eine Untersuchung des MT-Netzwerkes durch Immunfluoreszenzaufnahmen sowie 
eine Analyse des Terminalgeflechts mittels ultrastruktureller Aufnahmen noch 
durchgeführt werden soll. Insgesamt ähneln die Phänotypen bezüglich des 
Zytoskeletts denen von ifo-1(kc2), wobei in diesem Fall kein IFO-1 mehr exprimiert 
wird und in einer kompletten Umverteilung von IFs an die CeAJ und zu 
zytoplasmatischen Aggregaten resultiert. Trotzdem können auch ähnliche 
physiologische Defekte, wie verringerte Nachkommenschaft, verlängerte 
Generationszeit und reduziertes Längen- und Breitenwachstum beobachtet werden 
(Abbildungen 3-39, 3-40 und 3-41), weshalb man generell sagen kann, dass die 
korrekte Organisation des Zytoskeletts im Darmepithel essentiell für eine Vielfalt von 
verschiedenen Funktionen in C. elegans ist und zentral durch IFO-1 kontrolliert wird. 
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Das Gen lin-15b wurde erstmals als Klasse B synMuv-Gen beschrieben (Ferguson & 
Horvitz, 1989). Dieses wirkt redundant mit lin-15a (Huang et al, 1994) und übt einen 
negativen Einfluss auf den Ras-Signalweg während der Spezifizierung des 
Zellschicksals zur Vulvaentwicklung aus (Clark et al, 1994). Mit der Zeit wurde lin-15b 
auch als negativer Regulator während der G1-Phase des Zellzyklus (Boxem & van 
den Heuvel, 2002) und der RNAi-vermittelten Interferenz identifiziert (Lehner et al, 
2006). In-situ-Hybridisierungsdaten von Yuji Kohara (National Institute of Genetics, 
Japan, http://nematode.lab.nig.ac.jp/) zeigen für lin-15b nur eine Expression 
innerhalb der Gonade. Dies führte schließlich zu der Frage, ob lin-15b allein für einen 
solchen drastischen Phänotyp bezüglich des intestinalen Zytoskeletts verantwortlich 
sein kann, zumal über mögliche Signalwege zwischen Enterozyten und Gonade in 
dieser Hinsicht bislang nichts bekannt ist. 
Mögliche Ansatzpunkte für die Existenz solcher Signalwege finden sich bei der 
Analyse von Interaktionsstudien mit Hilfe der Protein-Interaktionsdatenbank STRING 
(http://string.embl.de/) und der Internetplattform Wormbase. So interagieren 
beispielsweise sowohl IFO-1 (Li et al, 2004) als auch LIN-15B (Ceron et al, 2007) mit 
der MAPK MPK-1, die in den Enterozyten exprimiert wird (In-situ-
Hybridisierungsdaten von Yuji Kohara, http://nematode.lab.nig.ac.jp/). Dies könnte 
bedeuten, dass die fehlerhafte Organisation von IFO-1, IFs und AFs durch Defekte 
bei der Phosphorylierung hervorgerufen werden. So führt beispielsweise die 
Hyperphosphorylierung von Keratinen durch die MAPK p38 in Zellkultur zu einer 
zytoplasmatischen Aggregatbildung (Woll et al, 2007). Jedoch konnte bislang mittels 
RNAi keine Fehlverteilung des Zytoskeletts im wildtypischen oder lin-15b Hintergrund 
induziert werden (Daten nicht gezeigt). Aufgrund der Tatsache, dass RNAi über 
Fütterung von dsRNA nicht in allen Fällen funktioniert, muss ebenfalls in vitro 
hergestellte dsRNA direkt in junge adulte Tiere injiziert werden. Die Tatsache, dass 
LIN-15B ebenfalls mit SUMO-1, einem kleinen Ubiquitin-ähnlichen Modifikator, 
interagiert (Poulin et al, 2005) dessen Herunterregulierung in C. elegans zu einer 
Fehlverteilung und Aggregatbildung von IFB-1 in der Epidermis führt (Kaminsky et al, 
2009), weist jedenfalls auf eine gewebeübergreifende Funktion bezüglich der 
Organisation des Zytoskeletts durch LIN-15B hin, wenngleich scheinbar für 
unterschiedliche Zelltypen auch verschiedene Interaktionspartner hierbei involviert 
sind. 
Im Rahmen einer Kreuzung der isolierten Mutanten mit dem Wildtyp und einem damit 
einhergehenden Verlust des ifo-1::yfp Transgens zeigte sich schließlich, dass dieser 
zu einem kontinuierlichen und nicht gleichzeitigen Verlust des beschriebenen 
Phänotyps über mehrere Generationen führte (Abbildung 3-43). Aufgrund dieser 
Beobachtung kann man folgende Schlussfolgerungen ziehen: Erstens ist davon 
ausgehen, dass LIN-15B nicht allein an diesem Phänotyp beteiligt ist und zweitens 
nur eine durch die Integration des Transgens erworbene Mutation in einem potentiell 
maternalen Gen in Kombination mit der Mutation in lin-15b zu dessen Ausprägung 
führt. Gleichzeitig können beide Proteine nur eine redundante Funktion bezüglich der 
Lokalisierung von IFO-1 übernehmen und bilden somit einen neuen parallelen 
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Signalweg zur Organisation des Zytoskeletts. Durch eine Kombination aus SNP-
mapping und Kartierung mit Hilfe eines mapping-Stammes konnte die zweite 
Mutation bereits auf III: ~5 cM eingegrenzt werden. Für die weitere Analyse und 
Identifizierung des zweiten mutierten Gens müssen jedoch weitere Experimente in 
Form von SNP-mapping, Genomsequenzierung und schließlich RNAi analog zu dem 
bereits beschriebenen Schema erfolgen. Als mögliche Kandidaten kommen 
beispielsweise ABC-Transporter in Frage, da mit HAF-9 bereits ein 
Interaktionskandidat für IFO-1 identifiziert werden konnte (Dr. Felkl, persönliche 
Kommunikation), der zusammen mit HAF-4 für die korrekte Bildung intestinaler 
Organellen und in der Folge für eine normale Wachstumsrate und 
Nachkommenschaft benötigt wird (Kawai et al, 2009; Tanji et al, 2013). So lokalisiert 
interessanterweise auch in der Nähe des eingeschränken Genabschnitts (III: 
5,95±0,022 cM) ein ABC-Transporter kodierendes Gen, nämlich hmt-1 (Heavy Metal 
Tolerance factor), dessen Protein als essentiell für die Detoxikation von Cadmium im 
Darmepithel beschrieben worden ist (Vatamaniuk et al, 2005). Das Fehlen dieses 
Transporters an der apikalen Membran zusammen mit der Deletion in LIN-15B 
könnte somit eine Fehlverteilung von IFO-1 an die CeAJ und in der Folge von IFB-2 
induzieren. Eine mögliche genetische Interaktion könnte gleichzeitig auch einen 
Lösungsansatz für die bislang nicht hinreichend erklärbare erhöhte RNAi-Sensitivität 
von lin-15b (Lehner et al, 2006) und kc11/12 (Abbildung 3-40) liefern, da bereits 
einige ABC-Transporter als Regulatoren der RNAi beschrieben worden sind 
(Grishok, 2013; Sundaram et al, 2006; Timmons, 2007). 
Bisher konnten weder für IFO-1 noch für LIN-15B eindeutige Orthologe in 
Organismen anderer Phyla als den Nematoden identifiziert werden. Dies spricht 
zunächst dafür, dass es sich bei beiden Proteinen um spezifische Modulatoren 
innerhalb dieser Art handelt. Da jedoch auch bei Säugern ein analoges 
Terminalgeflecht mit polarisiertem Zytoskelett vorkommt (Hirokawa et al, 1982), ist 
insbesondere nach Identifizierung von LIN-15B und seinem noch unbekannten 
Interaktionspartner in Kombination mit einer Charakterisierung der isolierten 
Suppressoren, ein systematischer Vergleich anhand zugrundeliegender Signalwege 
und Interaktionsnetzwerke möglich. 
Basierend auf dem bisherigen Kenntnisstand kann man bezüglich der Regulation des 
Zytoskeletts im Darmepithel bereits schon jetzt folgende Schlussfolgerungen ziehen 
(Abbildung 4-1): (1) IFO-1 reguliert zentral die IFs und AFs, sein Verlust in ifo-1(kc2) 
führt zu einer kompletten Fehllokalisierung von IFs an die CeAJ und zu 
zytoplasmatischen Aggregaten, einer Reduktion von Aktin und dem Verlust des 
apikalen Terminalgeflechts, während die Lokalisierung anderer apikaler Marker, wie 
ERM-1 oder PEPT-1 nicht beeinträchtigt wird. (2) An der Ausbildung dieses 
Phänotyps sind weitere Proteine beteiligt, deren Mutation zu einer Rettung führt 
(Suppressoren, kc9 und kc10). (3) Der Verlust von ACT-5 führt zu einer starken 
Schwächung der Phalloidinfärbung und zerstört die apikale Integrität von IFs und 
IFO-1, möglicherweise aufgrund eines fehlerhaften turnovers der Mikrovilli. (4) ERM-
1 reguliert Aktin und IFs auf eine andere Weise und induziert bei Herunterregulierung 
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durch RNAi in ifo-1(kc2) einen starken Verlust von IFB-2 und Aktin an der apikalen 
Membran und CeAJ, wodurch Zell-Zelladhäsionsdefekte bereits während der 
Morphogenese verursacht werden. (5) GEX-3, ein Ligand der kleinen GTPase Rac1, 
reguliert auch die Lokalisierung von Aktin und führt bei seiner Ausschaltung zu einer 
Reduktion von Aktin, die ähnlich stark wie nach zusätzlicher Herunterregulierung von  
 
Abbildung 4-1: Schematische Darstellung der Regulation des intestinalen Zytoskeletts. 
IFO-1 (gelb) reguliert zentral IFs (rot) und AFs (blau), sein Verlust in ifo-1(kc2) führt zur kompletten 
Fehllokalisierung von IFs an die CeAJ (J) und zu zytoplasmatischen Aggregaten, einer Reduktion von Aktin und 
dem Verlust des Terminalgeflechts (TG), während die Lokalisierung anderer apikaler Marker, wie ERM-1 oder 
PEPT-1 nicht beeinträchtigt wird (nicht dargestellt). An der Ausbildung dieses Phänotyps sind weitere Proteine 
beteiligt, deren Mutation zu einer Rettung führt (Suppressoren, kc9 und kc10). Der Verlust von ACT-5 führt zur 
starken Schwächung der Phalloidinfärbung und zerstört die apikale Integrität von IFs und IFO-1, möglicherweise 
aufgrund eines fehlerhaften turnovers der Mikrovilli. ERM-1 reguliert Aktin und IFs auf eine andere Weise und 
induziert bei erm-1(RNAi) in ifo-1(kc2) einen starken Verlust von IFB-2 und Aktin an der apikalen Membran und 
CeAJ, wodurch Zell-Zelladhäsionsdefekte während der Morphogenese verursacht werden. GEX-3, ein Ligand der 
kleinen GTPase Rac1, reguliert auch die Lokalisierung von Aktin und führt bei seiner Ausschaltung zu einer 
Reduktion von Aktin, die ähnlich stark wie nach zusätzlicher Herunterregulierung von ERM-1 ausfällt 
(Bernadskaya et al, 2011), wobei der Einfluss auf IFs bislang nur für erm-1(tm677) beschrieben worden ist und in 
einer starken Reduktion resultiert. LIN-15B reguliert in einem redundanten Signalweg zusammen mit einem 
unbekannten zweiten Protein die Lokalisierung von IFO-1 und in der Folge auch die von IFs und AFs in der 
subapikalen Enterozyten-Domäne. Der Verlust beider Proteine (kc11 und kc12) führt zur Fehllokalisierung von 
IFO-1 und IFB-2 an die CeAJ in Kombination mit einer Reduktion von Aktin. Damit ähneln die Phänotypen denen 
von ifo-1(kc2), wobei in diesem Fall kein IFO-1 mehr exprimiert wird und in einer kompletten Umverteilung von IFs 
an die CeAJ und zu zytoplasmatischen Aggregaten resultiert. N = Nukleus, L = Lumen, APM = apikale 
Plasmamembran, LPM = laterale Plasmamembran. 
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ERM-1 ausfällt (Bernadskaya et al, 2011), wobei der Einfluss auf IFs bislang nur für 
erm-1(tm677) beschrieben worden ist und in einer starken Reduktion resultiert. (6) 
LIN-15B reguliert in einem redundanten Signalweg zusammen mit einem 
unbekannten zweiten Protein die Lokalisierung von IFO-1 und in der Folge auch die 
von IFs und AFs in der subapikalen Enterozyten-Domäne. Der gleichzeitige Verlust 
beider Proteine (kc11 und kc12) führt zur kontinuierlichen Fehllokalisierung von IFO-
1 und IFB-2 an die CeAJ in Kombination mit einer Reduktion von Aktin. Die 
Phänotypen ähneln somit denen von ifo-1(kc2), wobei in diesen Tieren gar kein IFO-
1 mehr exprimiert wird und in einer vollständigen Umverteilung von IFs an die CeAJ 
und zu zytoplasmatischen Aggregaten resultiert. 
 
4.4 Das korrekt etablierte Zytoskelett bietet einen essentiellen Schutz 
vor porenbildenden Toxinen und ermöglicht eine effektive Reparatur 
vorhandener Schäden in der Plasmamembran 
 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals ein direkter Zusammenhang zwischen dem 
Zytoskelett und der zellulären Antwort gegenüber PFTs beobachtet werden. So 
kommt es im Wildtyp nach einer Intoxikation mit Cry5B zu einer inhomogenen 
Verteilung von IFB-2 an der apikalen Membran, welches verstärkt an bestimmten 
Regionen der CeAJ lokalisiert (Abbildung 3-16) und bislang nur in Verbindung mit 
einem ifo-1 Phänotyp beobachtet werden konnte. Im Übrigen wurden ebenfalls 
Invaginationen des Darmlumens beobachtet, die für eine Schwächung des Epithels 
gegenüber mechanischen Einflüssen sprechen (Abbildung 3-16) und bislang nur im 
Zusammenhang mit dem Verlust der MAPK SMA-5 beschrieben worden sind 
(Gerhardus, 2009; Hüsken, 2008). Interessanterweise kommt es parallel auch zu 
einer zytoplasmatischen Fehllokalisierung von IFO-1 (Abbildung 3-17). Da dieses 
jedoch für eine korrekte Organisation des Zytoskeletts benötigt wird, kann man 
vermuten, dass die beobachtete Fehlverteilung von IFB-2 an die CeAJ hierdurch 
verursacht wird. Die Intoxikation induziert ebenfalls eine ähnliche Umverteilung von 
normalerweise apikal lokalisiertem ACT-5::YFP und führt sogar in Tieren mit dem 
stärksten Cry5B-Phänotyp zu einem kompletten Verlust des Signals (Abbildung 3-
18). Da in ifo-1(kc2) ebenfalls eine Reduktion von Aktin beobachtet werden kann 
(Abbildung 3-9) und diese Tiere gegenüber Cry5B die stärksten physiologischen 
Defekte zeigen (Abbildungen 3-11 und 3-12), welche nicht reversibel sind (Abbildung 
3-15), wird vermutet, dass IFO-1 für eine effektive Abwehr gegenüber PFTs 
essentiell ist und zugleich aber auch selbst ein putatives target darstellt. 
Anhand der Quantifizierung von Immunfluoreszenzsignalen wurde gezeigt, dass die 
Fehlverteilung von IFB-2 auch mit einer drastischen Überexpression einhergeht, 
deren Stärke abhängig von der Intoxikationsdauer ist (Abbildung 3-19). Western Blot-
Analysen des IFB-2-Signals zeigten eine, ebenfalls zeitlich abhängige, 
Überexpression der längeren Isoform a von IFB-2 (IFB-2a), die interessanterweise 
auch im ifo-1(kc2) Hintergrund beobachtet werden konnte (Abbildungen 3-20 und 3-
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6). Durch eine zusätzliche fünftägige Intoxikation wurde diese überproportionale 
Expression von IFB-2a in ifo-1(kc2) allerdings nicht weiter erhöht. Dies könnte man 
damit begründen, dass IFO-1 in diesen Tieren generell nicht mehr exprimiert wird 
und aus diesem Grund auch kein verstärkter Expressionsphänotyp in Folge eines 
Angriffs von Cry5B auf IFO-1 beobachtet werden kann. Berücksichtigt man 
außerdem die bereits vermutete Beteiligung des Wnt-Signalwegs über HMP-2 als 
einen spezifischen Regulator der Expression im Darmepithel (siehe Abschnitt 4.1 und 
4.2) lässt sich dieser Phänotyp weitergehend erklären. Da HMP-2 bereits in ifo-
1(kc2), bedingt durch die massive Fehlverteilung von IFs an die CeAJ, vermehrt 
zytoplasmatisch vorliegt und in der Folge die Expression spezifischer Zielgene 
kontrolliert, kommt es auch nach zusätzlicher Intoxikation durch Cry5B zu keiner 
weiteren Fehlverteilung von IFs an die CeAJ. In der Folge liegt auch keine 
zusätzliche zytoplasmatische Lokalisierung von HMP-2 und somit ebenfalls keine 
noch stärkere Änderung im Expressionsmuster vor. Neben der Fehllokalisierung des 
Zytoskeletts und dessen Organisators IFO-1, kommt es im Wildtyp auch zu einer 
verstärkten Expression des Peptidtransporters PEPT-1, die ebenfalls bereits zuvor im 
ifo-1(kc2) Hintergrund beobachtet werden konnte (Abbildungen 3-21 und 3-5). 
Möglicherweise soll diese den Verlust von PEPT-1 an der apikalen Membran 
aufgrund der endosomalen Degradierung benachbarter Poren kompensieren. Wie im 
Fall von IFB-2a führt die Intoxikation von ifo-1(kc2) Tieren auch hier nicht zu einer 
weiteren Verstärkung dieses Phänotyps. 
Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde außerdem überprüft, ob es aufgrund der 
Intoxikation durch Cry5B in den beiden Mutanten sma-5(n678) und ifo-1(kc2) mit 
bereits fehlerhafter Organisation des intestinalen Intermediärfilament-Zytoskeletts zu 
weiteren Phänotypen bezüglich der Lokalisierung von IFs kommt. Interessanterweise 
konnte auch in diesen beiden Fällen, wie im Wildtyp, eine Kombination bereits 
bekannter Phänotypen beobachtet werden: Die Umverteilung von IFs an die CeAJ 
und Invaginationen des Darmlumens, welche ebenfalls durch eine 
Herunterregulierung von ifo-1 in sma-5(n678) induziert werden können (Abbildungen 
3-22 und 3-23). Dies lässt den Schluss zu, dass sowohl IFO-1 als auch SMA-5 
potentielle Angriffsziele von PFTs, wie Cry5B, sind. Dessen Interaktion führt 
wahrscheinlich zu ihrer (zytoplasmatischen) Fehllokalisierung sowie Proteolyse und 
in der Folge zur Ausprägung der, bereits in den entsprechenden Mutanten 
beschriebenen, Phänotypen. Um diese These weiter zu untermauern, sollen 
ebenfalls transgene SMA-5-Reporterstämme generiert und ihre wildtypischen bzw. 
intoxinierten Fluoreszenzmuster ausgewertet werden. 
Bislang ist über den Interaktionsmechanismus von Cry5B mit dem Zytoskelett der 
Zelle nichts bekannt. So konnten in der Vergangenheit lediglich Glykoproteine, Lipide 
und GPI-verankerte Proteine als mögliche Rezeptoren identifiziert werden (Griffitts et 
al, 2005). Dies erfolgte beispielsweise über die Charakterisierung der sogenannten 
bre-Gene (B. thuringiensis toxin resistant) in C. elegans, deren Mutation zu einer 
Resistenz gegenüber Cry-Toxinen führt, da die benötigten Glykolipid-Rezeptoren 
nicht exprimiert werden (Griffitts et al, 2005; Griffitts et al, 2003; Griffitts et al, 2001). 
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In Insekten spielen dagegen die Cadherine eine wichtige Rolle als Toxin-Rezeptoren 
(Gahan et al, 2001; Morin et al, 2003). Neben weiteren Kandidaten wie die 
Aminopeptidase N in Spodoptera litura und einer Wirtsprotease in Plodia 
interpunctella (Oppert et al, 1997; Rajagopal et al, 2002), gibt es außerdem noch 
eine Vielzahl an bislang unbekannten Loci, die ebenfalls für eine erfolgreiche 
Bindung benötigt werden (Heckel et al, 1997; Jurat-Fuentes et al, 2002). Anhand des 
von uropathogenen E. coli (UPEC) sekretierten PFT α-Toxin konnte jedoch bereits 
gezeigt werden, dass dessen stabile Integration in die epitheliale Zellmembran 
ebenfalls zu einer Degradierung des Zytoskelett scaffolding Proteins Paxillin und 
weiterer Sekundärziele, wie β-Catenin, IκBα sowie der NFκB Untereinheit RelA führt 
und auf diese Weise mögliche Abwehrmechanismen der Zelle auf Proteinebene stört 
(Dhakal & Mulvey, 2012), weshalb eine ähnliche Funktion für Cry5B auch in C. 
elegans postuliert wird. So konnte in der Vergangenheit auch für viele weitere PFTs 
gezeigt werden, dass diese neben der Bildung von Poren auch wichtige Aspekte der 
Physiologie einer Wirtszelle, nämlich MAPK und Akt-Signalweg, Inflammasom-
Aktivierung, Histonmethylierung, UPR-Signalweg und die mitochondriale Funktion 
modulieren (Aroian & van der Goot, 2007; Bischof et al, 2008; Gonzalez et al, 2011; 
Hamon et al, 2007; Kao et al, 2011; Porta et al, 2011; Stavru et al, 2011; Wiles et al, 
2008). 
Dies könnte die Ergebnisse zur Physiologie intoxinierter Tiere weitergehend erklären. 
So zeigte sich, dass die Intoxikation von ifo-1(kc2) und sma-5(n678) Mutanten 
generell zu einer erhöhten larvalen Letalität und verlängerten Generationszeit in 
Kombination mit einer Reduktion der Lebensspanne im Vergleich zum Wildtyp führt, 
wobei in ifo-1(kc2) die Penetranz dieser Phänotypen am stärksten ausfiel 
(Abbildungen 3-11 und 3-12). Die komplette Fehlverteilung von intestinalen 
Intermediärfilamenten an CeAJ und zu zytoplasmatischen Aggregaten, ein 
geschwächtes Aktin-Zytoskelett (Abbildung 3-9) und der Verlust des 
Terminalgeflechts in Abwesenheit von IFO-1 führt somit zu einer noch höheren 
Sensitivität gegenüber Cry5B als in sma-5(n678) Tieren, die lediglich zahlreiche 
bläschenförmige Alterationen des Darmlumens aufweisen. Gleichzeitig zeigte der 
Wildtyp die höchste Rate an geretteten Tieren nach Cry5B Intoxikation, während die 
Mutanten mit einem gestörten Zytoskelett nur zu einem geringen Anteil adult wurden 
bzw. im Falle von ifo-1(kc2) gar keine Rettung stattfand (Abbildungen 3-13, 3-14 und 
3-15). Die korrekte Organisation des Zytoskeletts ist somit nicht nur für die Abwehr 
von PFTs, wie Cry5B, wichtig. Vielmehr hat sie auch einen wichtigen Anteil bei der 
anschließenden Reparatur der entstandenen Plasmamembranschäden im 
Darmepithel. So kann beispielsweise in beiden Fällen der RAB-5- und RAB-11-
abhängigen Vesikeltransport für die Reparatur der Plasmamembran durch 
Endozytose beeinträchtigt sein, da das Zytoskelett essentiell für einen effizienten und 
polarisierten Transport von Vesikeln ist. Dabei übt RAB-5 eine Funktion als 
Masterregulator für die Endozytose zwischen der Plasmamembran und den frühen 
Endosomen aus (Grant & Hirsh, 1999; Grant & Donaldson, 2009), an denen es auch 
lokalisiert (Chen et al, 2010a). RAB-11 kontrolliert dagegen durch seine Lokalisierung 
an endozytotischen Vesikeln (Sato et al, 2008) den Transport von Recycling-
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Endosomen in Richtung Plasmamembran (Grant & Donaldson, 2009). Für diese 
These spricht beispielsweise, dass die Reparatur von Schäden der Plasmamembran 
nach erfolgtem Angriff durch Cry5B, die Signalwege des RAB-5- und RAB-11-
abhängigen Vesikeltransports benötigt (Los et al, 2011). 
Während also im Wildtyp sowohl IFO-1 als auch SMA-5 als Zielproteine exprimiert 
werden, die aufgrund ihrer Organisation des Zytoskeletts eine schützende Wirkung 
gegenüber PFTs ausüben und gleichzeitig bedingt durch ihre Bindungsaffinität von 
Cry5B die Bildung von Poren vermindern, fehlt in den beiden Mutanten bereits eines 
dieser Proteine. Diese grundsätzlich erhöhte Sensitivität aufgrund des fehlerhaft 
organisierten Zytoskeletts wird nun zusätzlich dadurch gesteigert, dass das 
verbliebene Protein von PFTs attackiert und somit funktionell gestört wird. 
Gleichzeitig kommt es im Vergleich zum Wildtyp, bei dem gleich zwei Proteine in 
Anwesenheit eines korrekt lokalisierten Zytoskeletts attackiert werden müssen, zu 
einer verstärkten stabilen Integration von Poren, die wiederum eine erhöhte 
Schädigung von weiteren Sekundärzielen begünstigt. Die resultierende 
Hypersensitivität von ifo-1(kc2) und sma-5(n678) äußert sich schließlich auch in der 
Ausprägung von stärkeren physiologischen Defekten. 
Insgesamt konnte somit gezeigt werden, dass IFO-1 und SMA-5 eine mögliche 
Funktion bei der Abwehr gegenüber PFTs ausüben, da ihr jeweiliges Fehlen eine 
Hypersensitivität induziert. Gleichzeitig stellen beide Proteine aufgrund der nach 
Intoxikation aufgetretenen ifo-1 und sma-5 Phänotypen auch Angriffsziele von PFTs 
dar. Die Ergebnisse unterstreichen somit die Bedeutung von C. elegans bei der 
Untersuchung von Funktionsmechanismen porenbildender Toxine, die auch 
gleichzeitig eine Bestimmung resultierender Defekte in einem lebenden 
Modellorganismus erlaubt. 
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5 Zusammenfassung 
 
Intermediärfilamente (IFs) gehören neben Aktinfilamenten (AFs) und Mikrotubuli (MT) zu den Komponenten 
des Zytoskeletts einer Zelle. Mit IFO-1 (Intestinal Filament Organizer) konnte bereits ein Organisator des 
hochspezifisch apikal angereicherten intestinalen Zytoskeletts identifiziert werden, jedoch ist bislang wenig 
über seine Funktionsweise sowie über physiologische Defekte in seiner Abwesenheit bekannt. 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die fehlerhafte Organisation von IFs an die apikale 
Kontaktstruktur in ifo-1(kc2) mit einer Vielzahl von physiologischen Defekten, wie verringertes Längen- und 
Breitenwachstum, verringerte Nachkommenschaft, larvale Letalität, verlängerte Generationszeit und 
verkürzter Lebensspanne, einhergeht. Der reduzierte Fettgehalt in den Enterozyten in Kombination mit 
einer erhöhten Expression des Oligopeptidtransporters PEPT-1 lässt auf eine fehlerhafte 
Nahrungsverwertung schließen, die wahrscheinlich auf einer mitochondrialen Fehlfunktion basiert. So 
zeigen betroffene Darmzellen neben einer deutlichen Fehlverteilung und Reduktion des mitochondrialen 
triple AAA Proteins ATAD-3, ebenfalls eine fehlerhafte Organisation des humanen outer mitochondrial 
membrane protein 25 (OMP25) Homologs MICS-1, welches zusammen mit den IFs an apikaler 
Kontaktstruktur und zytoplasmatischen Aggregaten fehllokalisiert und somit ein mögliches linker-Protein 
zwischen IFs und Mitochondrien darstellt. 
Durch Fluoreszenzmikroskopie konnte außerdem gezeigt werden, dass es in ifo-1(kc2) gleichzeitig zu 
einem signifikanten Verlust von F-Aktin kommt, wohingegen die Überexpression von ACT-5 in der Lage ist, 
den ifo-1 Phänotyp partiell zu retten. Die Herunterregulierung des Zytoskelett-Organisators ERM-1 und der 
junktionalen Komponente DLG-1, die jede für sich zu einer Reduktion von F-Aktin führt, induziert dagegen 
einen neuen synthetischen Phänotyp in Form von Zell-Zelladhäsionsdefekten. Da ebenfalls die larvale 
Herunterregulierung von ACT-5 mit dem Verlust der apikalen Lokalisierung von IFs und IFO-1, 
möglicherweise aufgrund eines fehlerhaften turnovers der Mikrovilli, interferiert, kann man davon ausgehen, 
dass ACT-5 und IFO-1 zusammen mit ERM-1 und DLG-1 für die Aufrechterhaltung der Integrität des 
Darmepithels essentiell sind. 
Aufgrund ihrer Funktion sind Zytoskelett-Organisatoren jedoch auch für einen essentiellen Schutz 
gegenüber porenbildenden Toxinen (PFTs) essentiell und ermöglichen eine effektive Reparatur 
vorhandener Schäden in der Plasmamembran. So zeigen entsprechende Mutanten von ifo-1 und sma-5 mit 
fehlerhafter Zytoskelett-Organisation auch eine Hypersensitivität gegenüber Cry5B aus Bacillus 
thuringiensis. Gleichzeitig stellen beide Proteine aufgrund der nach Cry5B Intoxikation aufgetretenen ifo-1 
und sma-5 Phänotypen im Wildtyp auch Angriffsziele von PFTs dar, weshalb davon auszugehen ist, dass 
sowohl IFO-1 als auch SMA-5 als Zielproteine exprimiert werden, die im Wildtyp aufgrund ihrer 
Organisation des Zytoskeletts eine schützende Wirkung gegenüber PFTs ausüben und gleichzeitig bedingt 
durch ihre Bindungsaffinität von Cry5B die stabile Integration von Poren in Verbindung mit einer erhöhten 
Schädigung von weiteren intrazellulären Sekundärzielen verhindern. 
Zur Evaluierung weiterer Interaktionspartner von IFO-1 wurde aus diesem Grund mit Hilfe eines generierten 
IFO-1::YFP Reporters ein EMS-Mutagenese-Screen durchgeführt und in dessen Verlauf Mutanten mit einer 
Fehlverteilung zur apikalen Kontaktstruktur isoliert und durch SNP-mapping kartiert. Im Rahmen einer 
detaillierten phänotypischen Analyse zeigte sich, dass LIN-15B zusammen mit einem bisher nicht 
identifizierten Protein, die Lokalisierung von IFO-1, IFs und AFs in der subapikalen Enterozyten-Domäne 
reguliert. So kommt es, wie in ifo-1(kc2), zur Fehllokalisierung von IFB-2 zur apikalen Kontaktstruktur und 
einer Reduktion intestinalen Aktins in Kombination mit ähnlichen physiologischen Defekten. Unter 
Verwendung von verschiedenen BLAST-Datenbanken konnten bisher weder für IFO-1 noch für LIN-15B 
eindeutige Orthologe außerhalb der Nematoden identifiziert werden. Dies spricht zunächst dafür, dass es 
sich um spezifische Modulatoren innerhalb dieser Art handelt. Da jedoch auch bei Säugern ein analoges 
Terminalgeflecht mit polarisiertem Zytoskelett vorkommt, ist insbesondere nach Identifizierung von LIN-15B 
und seinem noch unbekannten Interaktionspartner in Kombination mit einer Charakterisierung der ebenfalls 
isolierten ifo-1 Suppressoren, ein systematischer Vergleich anhand zugrundeliegender Signalwege und 
Interaktionsnetzwerke möglich. 
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%    Prozent 
‰    Promille 
°C    Grad Celsius 
µg    Mikrogramm 
µl    Mikroliter 
µm    Mikrometer 
AF    Aktinfilament(e) 
Amp    Ampicillin 
APM    apikale Plasmamembran 
AS    Aminosäure(n) 
BLAST   basic local alignment search tool 
BJ    Stammkürzel des Leube-Labors 
bp    Basenpaar(e) 
bZIP    basic leucine zipper 
bzw.    beziehungsweise 
ca.    circa 
CCC    Cadherin-Catenin-Komplex 
cDNA    komplementäre Desoxyribonukleinsäure 
CeAJ    C. elegans apical junction 
C. elegans   Caenorhabditis elegans 
CFP    cyan fluorescent protein 
cm    Zentimeter 
cM    Centimorgan 
C-Terminus   (COOH)-Carboxyterminus 
d    Tag(e) 
DAC    DLG-1-AJM-1-Komplex 
DEPC    Diethylpyrocarbonat 
dH2O    destilliertes Wasser 
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DNA    Desoxyribonukleinsäure 
DNAse   Desoxyribonuklease 
dNTP    Desoxyribonukleotidtriphosphat 
dsRNA   doppelsträngige RNA 
E. coli    Escherichia coli 
EDTA    Ethylendiamintetraacetat 
EMS    Ethylmethansulfonat 
ERK    extracellular-signal regulated kinases 
et al    und andere 
EtBr    Ethidiumbromid 
Ex    extrachromosomal 
F    Filialgeneration 
g    Gramm 
GFP    green fluorescent protein 
GPI    Glycosylphosphatidylinositol 
GTPase   Guanosintriphosphatase 
h    Stunde(n) 
HI    Hawaii 
H2O    Wasser 
IF    Intermediärfilament(e) 
int    intestinal ring 
IPTG    Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 
Is    integrated sequence (integriert) 
J    Joule 
JNK    c-Jun N-terminal kinases 
kb    Kilobasen 
kc    Allelkürzel des Leube-Labors 
kDa    Kilodalton 
kV    kilo-Volt 
l    Liter 
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LB    Luria-Bertani 
LPM    laterale Plasmamembran 
M    mol/Liter (molar) 
m2    Quadratmeter 
mA    milli-Ampere 
MAPK    mitogen-activated protein kinases 
mg    Milligramm 
min    Minute(n) 
ml    Milliliter 
mm    Millimeter 
mM    Millimolar 
mmol    millimol 
mRNA   messenger RNA 
MT    Mikrotubuli 
MV    Mikrovilli 
ng    Nanogramm 
nm    Nanometer 
N-Terminus   (NH2)-Aminoterminus 
OD    optische Dichte 
OLB    Stammkürzel des Bossinger-Labors 
P    Parentalgeneration 
PBS    phosphate buffered saline 
PCR    polymerase chain reaction 
PFTs    pore forming toxins (porenbildende Toxine) 
pH    potentia Hydrogenii 
pmol    pikomol 
RNA    Ribonukleinsäure 
RNAi    RNA-vermittelte-Interferenz 
RNAse   Ribonuklease 
rNTP    Ribonukleotidtriphosphat 
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rpm    rounds per minute 
RT    Raumtemperatur 
s    Sekunde(n) 
SNP    single nucleotide polymorphism 
SOB    super optimal broth 
Taq    Thermus aquaticus 
TBE    Tris-Borat-EDTA 
TBS    Tris-buffered saline 
Tet    Tetracyclin 
TG    Terminalgeflecht 
U    unit 
ÜN    über Nacht 
usw.    und so weiter 
UV    ultraviolett 
V    Volt 
vgl.    vergleiche 
vs.    versus 
WT    Wildtyp (N2 Varietät Bristol) 
w/v    weight per volume 
YFP    yellow fluorescent protein 
ZA    Zonula adherens 
z.B.    zum Beispiel 
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Tabelle 10-1: Oligonamen und entsprechende Sequenzen mit Angabe der Lokalisierung auf der 
Original-96-Loch-Platte des Herstellers Eurofins MWG Operon (Ebersberg) zum 
chromosomalen SNP-mapping. 
 
Plattenposition Oligoname Sequenz 
A01 I,26f ATTATTAACGGCCACGGTGA 
A02 I,26r CCCACACACTCTCACCTTCA 
A03 II,22f CCACTGGCTATAAGCTTTTCTAGG 
A04 II,22r TAAGGATTTCAGGCTTTTAGGC 
A05 III,21f AGCAGGCTCACCATCATCATCA 
A06 III,21r GACATTACGGTAGAGGAGATGGA 
A07 IV,14f TCGAATTGTTGTGTTTCTTTTGA 
A08 IV,14r TTCCAATTTTCTCGGTTTGG 
A09 V,18f GAAATTCAAATTTTTGAGAAACCC 
A10 V,18r TTCAGACCATTTTTAGAATATTCAGG 
A11 X,23f CAAATACCAAAGTTGATCGTGG 
A12 X,23r TTGTTGCAATTAAATCAAACGG 
B01 I,14f TTGAAATCCCCTTTAAAATCCC 
B02 I,14r ACACTGGGTACCTGACTCATGC 
B03 II,16f TTCCAGGTAATACACATACAACTCC 
B04 II,16r AAAAACACAAAGTTCAAAAACCC 
B05 III,12f ATCAAGTTTCTGATTGCTCTTTCC 
B06 III,12r AAAAACGTGATTTTTCAATTTTGC 
B07 IV,12f TGTAAATACCCCACATTTCAAGC 
B08 IV,12r AAATTTCCAATTGTTCAAAGCC 
B09 V,13f CATTCATTTCACCTGTTGGTTG 
B10 V,13r TCGGGAAGATAATCAAAATTCG 
B11 X,17f GCTGGGATTTTGAAGAGTTGTT 
B12 X,17r CAGTGAATCATCCGTTGAATTT 
C01 I,13f TCCTGGATAATCCCCAAAAA 
C02 I,13r CCCTGCCATTGATCTTGTTT 
C03 II,11f ACCGTTTAATAGGATTATTTGGG 
C04 II,11r AAGTCTGCGGAATAATTGATGG 
C05 III,4f AGCGTTAAAGTATCGGTTATTTCG 
C06 III,4r TAAATTCATTTCAAACAATCGAGC 
C07 IV,8f GACACGACTTTAGAAACAACAGC 
C08 IV,8r TGGTATGGAGTCCCTATTTTGG 
C09 V,10f TAAAGCCGCTACGGAAATACTC 
C10 V,10r ATTTTCTCCCTAATTCCAGGTG 
C11 X,11f ACTGTTTACCGCGTCTTCTGC 
C12 X,11r CCGTGTATATAAGAAAATGTGTTCG 
D01 I,5f ATCTGGCACCAAATATGAGTCG 
D02 I,5r AATCTCGATTTTCAAGGAGTGG 
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D03 II,4f TTCTTCAAAAAGTCTAGGTTCAGCA 
D04 II,4r GGGGACGAAAACGGAGTTTG 
D05 III,-1f AAAAATACATGTCTACACAACCCG 
D06 III,-1r TTTCTTATCACTGTGCAGTCTTACC 
D07 IV,1f AAAATGGGAAGCGTACCAAA 
D08 IV,1r TGCTTGTAGCGTTTCCAAGA 
D09 V,6f CAAATTAAATATTTCTCAAAGTTTCGG 
D10 V,6r ACATAAGCGCCATAACAAGTCG 
D11 X,8f TTAAAACCATACAATTCTTCTCAGC 
D12 X,8r GAATTCCCAATCAACAGAGAGC 
E01 I,-1f AAAATATCAGGAAAGAGTTTCGG 
E02 I,-1r TTTAAAGATTAAGGGTGGAGCG 
E03 II,1f TCAAAAACTTACAATCAATCGTCG 
E04 II,1r CCAGAAAATCTGCACAGAAGG 
E05 III,-7f AATTTGAATCAGTGACTTTTGGC 
E06 III,-7r TTTCTGCAAACATTTTTCTTCG 
E07 IV,-5f TGCTGAAATATTGGAAAATTGAGG 
E08 IV,-5r TTATATCGTCGAGGAGGTTAGAGG 
E09 V,1f AGAAATGATCCGATGAAAAAGC 
E10 V,1r CCGATAGTGTTCATAGCATCCC 
E11 X,2f AGCAACAAACAATGCAACTATGG 
E12 X,2r TAAACAAGAGGGTACAAGGTATCG 
F01 I,-6f GTTTTCACTTTTGCCGGTGT 
F02 I,-6r TGAAGGCGCATATACAGCAG 
F03 II,-6f TTGTGAGCTTATATCTCAGTTGTCG 
F04 II,-6r AGATTTGGTTAGAAATATCACCGC 
F05 III,-12f GAGGAACCAAATCTGGCGTA 
F06 III,-12r TGAAAACTTGGAAAATCGGTG 
F07 IV,-7f ACTCGGCATCCTCACGC 
F08 IV,-7r GTTGAAAATTTTTTCATAGCTATCATC 
F09 V,-5f GAGATTCTAGAGAAATGGACACCC 
F10 V,-5r AAAAATCGACTACACCACTTTTAGC 
F11 X,-4f AAGTGTTCAATGATTTTGTCTAATTG 
F12 X,-4r TGACAGGAGAATACTTTTGAAGG 
G01 I,-12f TCGAAATCAGGGAAAAATTGA 
G02 I,-12r ACGATTTTCGGGGAGTTTTT 
G03 II,-14f CTGTGCTGTTGACGATATTGG 
G04 II,-14r ATGTCTCATTGCAAAATTCGG 
G05 III,-19f TCCCAATTTCCCTCTAAAAACC 
G06 III,-19r TTGAATTTGGACCATTTTGAGG 
G07 IV,-16f CGCATAAATCCAACGTTCTCTG 
G08 IV,-16r AATCCATAAGTTTCGTGTTGGG 
G09 V,-13f TCATCTGTTATTTCGTCTCTTGC 
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G10 V,-13r CGGTAATAATATGCTTTGTGGG 
G11 X,-8f CCAAAACGGCCAAGTATCAG 
G12 X,-8r TTGCACTCTTTCTCCTTCCG 
H01 I,-19f ATGCCAGTGATAAGGAACGG 
H02 I,-19r TCACATCCCTTGTCGATGAA 
H03 II,-18f CCGAATTTTCAAATGGATGC 
H04 II,-18r CCATTGGAATTGCACACAAA 
H05 III,-25f TATCATCGAAATCCCGGAAA 
H06 III,-25r TTCGGACGGGAGTAGAATTG 
H07 IV,-24f TGATGGTGTGTCTGCGTACC 
H08 IV,-24r AGAGCTGGAGAGCACGGATA 
H09 V,-17f TTTCGGAAAATTGCGACTGT 
H10 V,-17r CGCGTTTTGGAGAATTGTTT 
H11 X,-17f ATATGTGAGTTTACCATCACTGGG 
H12 X,-17r ACGTTTTGAAAAATTTGGTTGC 
 
Tabelle 10-2: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete C. elegans Stämme. 
Stammbezeichnung Genotyp Herkunft 
N2 Wildtyp (WT) CGC 
AP36 mep-1(ok421)/nT1[qIs51](IV;V) CGC 
BJ38 kc10; ifo-1(kc3)IV; kcIs21[ifb-2p::ifb-2::cfp]V diese Arbeit 
BJ43 kc9; ifo-1(kc3)IV; kcIs21[ifb-2p::ifb-2::cfp]V diese Arbeit 
BJ49 kcIs6 [ifb-2p::ifb-2::cfp]IV AG Leube 
BJ142 ifo-1(kc2)IV AG Leube 
BJ134 ifo-1(kc3)IV; kcIs21[ifb-2p::ifb-2::cfp]V AG Leube 
BJ154 kcEx28[ifo-1p::ifo-1::yfp; myo-3p::mCherry::unc-54] AG Leube 
BJ186 kcIs30[ifo-1p::ifo-1::yfp; myo-3p::mCherry::unc-54]III diese Arbeit 
BJ225 kc11 X; kcIs30[ifo-1p::ifo-1::yfp; myo-3p::mCherry::unc-54]III diese Arbeit 
BJ226 kc12 X; kcIs30[ifo-1p::ifo-1::yfp; myo-3p::mCherry::unc-54]III diese Arbeit 
BJ230 Is[opt-2p::opt-2::dsRed]; kcIs21[ifb-2p::ifb-2::cfp]V AG Leube 
BJ241 kc11 X diese Arbeit 
BJ242 kc12 X diese Arbeit 
BJ243 
kcIs30[ifo-1p::ifo-1::yfp; myo-3p::mCherry::unc-54]III; lin-
15b(n765ts)X diese Arbeit 
BJ244 Is[ges-1p::act-5::yfp]; lin-15b(n765ts)X diese Arbeit 
BJ245 kcIs6[ifb-2p::ifb-2::cfp]IV; lin-15b(n765ts)X diese Arbeit 
CB4856 Polymorpher Hawaii-Stamm CGC 
DA438 
bli-4(e937)I; rol-6(e187)II; daf-2(e1368) vab-7(e1562)III; unc-
31(e928)IV; dpy-11(e224)V; lon-2(e678)X CGC 
FK312 sma-5(n678)X CGC 
JM125 Is[ges-1p::act-5::yfp] Dr. McGhee 
MT1642 lin-15b(n765ts)X Michael Koelle 
OLB11 rde-1(ne219); Is[elt-2p::rde-1+] AG Bossinger 
SU159 ajm-1(ok160)X; jcEx44 CGC 
VJ311 erm-1(tm677)/unc-63(x18) dpy-5(e61)I CGC 
 
